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AI RNA-interferenca (RNAi) je ohranjen mehanizem regulacije izražanja genov, 
prisoten v živalih, rastlinah in glivah. Ravno v kraljestvu gliv, na modelnem 
organizmu Neurospora crassa, je bil mehanizem RNAi intenzivno preučevan, 
študije pa so vodile v odkritje glavnih komponent mehanizma, ki vodijo proces 
utišanja, to so proteini od RNA odvisna polimeraza RNA (RdRP), Dicer (DCL) 
ter Argonavt (AGO). Pri filamentoznih patogenih glivah, kamor uvrščamo tudi 
glivo Verticillium nonalfalfae (V. nonalfalfae), ki je povzročiteljica vaskularne 
bolezni hmelja, je bil mehanizem RNAi izpostavljen kot eden izmed 
mehanizmov patogenosti gliv. Male in mikro molekulam RNA podobne RNA 
(milRNA) so bile pri glivah vpletene ne samo v regulacijo izražanja endogenih 
genov, temveč izpostavljene kot efektorji, ki jih glive transportirajo v rastlinske 
gostitelje, kjer regulirajo izražanje gostiteljevih obrambnih mehanizmov. Zaradi 
pomembnega doprinosa mehanizma RNAi k patogenosti gliv smo v doktorski 
disertaciji okarakterizirali mehanizem RNAi pri glivi V. nonalfalfae z 
identifikacijo ključnih komponent sinteze malih RNA in milRNA ter 
komponente utišanja tarčnih genov. Potrdili smo obstoj in izražanje dveh 
proteinov RdRP, dveh DCL in dveh AGO. Nadaljnje smo identificirali ter 
potrdili izražanje devetih milRNA glive ter potrdili aktivnost mehanizma RNAi 
z eksperimentalno analizo razreza tarčnih mRNA, napovedanih v anotiranem 
genomu glive. Z raziskavami v okviru doktorske disertacije smo prvič poročali o 
obstoju mehanizma RNAi pri glivi V. nonalfalfae, kar bo bistveno doprineslo k 
razvoju novih strategij zatiranja škodljivca ter nadzora verticilijske bolezni 
hmelja. 
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AB RNA interference (RNAi) is a conserved mechanism for regulating gene 
expression in animals, plants and fungi. The RNAi mechanism was studied 
extensively in the model fungus Neurospora crassa, and these studies led to the 
identification of the core components of the mechanism, the RNA-dependant 
RNA polymerase (RdRP), Dicer (DCL) and Argonaut (AGO), that mediate 
silencing events. In filamentous fungi, including Verticillium nonalfalfae (V. 
nonalfalfae), the causal agent of wilting disease of hops, the RNAi mechanism 
was identified as one of the pathogenic mechanisms of these fungi. Small and 
microRNA-like RNAs (milRNAs) were implicated not only in regulating 
endogenous genes but also as effectors that fungi can export into host plants, 
where they regulate the expression of host defence mechanisms. Due to the 
important contribution of RNAi to the pathogenicity of fungi, in this doctoral 
dissertation, we characterised the RNAi mecahanism of V. nonalfalfae by 
identifying the core components of small and milRNA synthesis and the 
components required for gene silencing. We confirmed the existence and 
expression of two RdRP, two DCL and two AGO proteins. Furthermore, we 
identified and validated the expression of nine fungal milRNAs and confirmed 
the activity of the RNAi by experimental analysis of the target cleavage sites of 
the target gene models identified in silico in the annotated fungal genome. With 
the studies conducted in the scope of the doctoral dissertation, we reported on 
the existence of RNAi in V. nonalfalfae for the first time, and the obtained 
knowledge will help in the development of new strategies for the management of 
verticillium wilt disease in hops.  
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
RNA-interferenca (RNAi) je evolucijsko ohranjen evkariontski mehanizem uravnavanja 
izražanja genov, ki preko komplementarnega parjenja malih molekul RNA (sRNA) ter 
informacijske RNA (mRNA) vodi v razgradnjo tarčnih transkriptov, inhibicijo 
transkripcije in inhibicijo translacije (Agrawal in sod, 2003; Torres-Martinez in Ruiz-
Vazquez, 2016). Utišanje je posredovano molekulami sRNA, ki so male nekodirajoče 
molekule RNA, dolge od 20 do 30 nukleotidov (nt) (Hamilton in Blaucombe, 1999; 
Hannon, 2002; Li, 2010). RNAi je bila kot negativni regulator izražanja genov prvič 
opisana pri nematodi Caenorhabditis elegans (Fire in sod., 1998), sočasno pa je bil 
fenom utišanja genov opažen in opisan v kraljestvu gliv (Romano in Macino, 1992) ter 
v kraljestvu rastlin (Vaucheret in sod., 2001).  
 
Verticillium sensu stricto je rod rastlinam patogenih askomicetnih gliv, ki povzročajo 
verticilijsko uvelost rastlin, bolezen prevodnega sistema rastlin, na številnih kmetijsko 
pomembnih kulturah (Klosterman in sod., 2009; Inderbitzin in Subbarao, 2014). V 
Sloveniji največji problem predstavlja vrsta, ki okužuje hmelj (Humulus lupulus L.), 
najpomembnejšo izvozno rastlino v državi, ki se kot ključna komponenta za aromo in 
konzervans uporablja v proizvodnji piva. Gre za glivo Verticillium nonalfalfae (V. 
nonalfalfae) (Inderbitzin in sod., 2011), ki v Sloveniji povzroča blago ali letalno obliko 
hmeljeve uvelosti. Slednja je bila v Sloveniji na območju Gomilskega prvič zabeležena 
leta 1997 (Dolinar in Simončič, 1999; Radišek in sod., 2003). Simptomi okužbe hmelja 
z visoko virulentnim izolatom glive vodijo v končni propad rastlin in začasno 
neuporabnost hmeljišč zaradi premene. Hmeljeva uvelost, povzročena z izolati V. 
nonalfalfae, je težko obvladljiva, za obvladovanje bolezni ni na voljo učinkovitih 
fitofarmacevtskih sredstev, povzročiteljica pa se v tleh lahko ohrani več let ter hitro širi 
v nasadih ter izven njih (Radišek in sod., 2006). 
 
Pri fitopatogeni glivi V. nonalfalfae molekule sRNA ter mehanizem RNAi do danes še 
niso bili identificirani v povezavi s patogenostjo vrste, kar je bil glavni namen in cilj 
doktorske disertacije. V zadnjih letih je postalo jasno, da imajo mehanizem RNAi ter 
pridružene molekule sRNA glavno vlogo v ohranjanju integritete in v obrambi genoma 
gliv ter pomembno vlogo v uravnavanju izražanja genov, udeleženih v rast in razvoj 
gliv, v odzivu na okoljske signale ter tudi v patogenosti gliv, ki so v različnih 
interakcijah s svojimi gostitelji (Torres-Martinez in Ruiz-Vazquez, 2016). Še več, v 
procesih RNAi med kraljestvi (ang. trans-kingdom RNAi) lahko fitopatogene glive celo 
izmenjujejo signale RNAi s svojimi gostitelji, kar bistveno vpliva na potek okužbe in 
obrambo rastlin (Villalobos-Escobebo in sod., 2016; Hua in sod., 2018). Poznavanje 
mehanizmov patogenosti gliv in ravni interakcij med patogenom in gostiteljem, še 
posebej na ravni RNAi, je ključno pri razvoju novih strategij obrambe rastlin in 
zatiranja škodljivcev, kot je gliva V. nonalfalfae. 
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1.1 RAZISKOVALNI CILJI IN HIPOTEZE 
 
V okviru doktorske disertacije smo želeli pri fitopatogeni glivi V. nonalfalfae 
identificirati in okarakterizirati male molekule RNA, s poudarkom na mikro molekulam 
RNA podobnih RNA (milRNA) ter identificirati komponente mehanizma RNAi, saj do 
danes RNAi pri tej glivni vrsti še ni bila raziskovana in preučevana. Prav tako smo 
želeli preučiti vlogo milRNA v glivi z identifikacijo predpostavljenih tarč v genomu 
glive in identificirati morebitne tarče transkriptov hmelja. Nadaljnje smo želeli v 
genomu glive identificirati glavne komponente mehanizma RNAi, to so proteini 
Argonavt (AGO), Dicer oziroma Dicerju podobni encimi v glivah (DCL) in od RNA 
odvisna polimeraza RNA (RdRP), ki so ključni v sintezi sRNA in milRNA ter v 
naslednji stopnji RNAi, to je v s kompleksom od RNA inducirani kompleks utišanja 
(RISC) posredovano utišanje tarčnih mRNA. Z izvedbo analiz izražanja komponent 
RNAi ter milRNA smo želeli pridobiti vpogled v vlogo mehanizma RNAi pri glivi ter 
opredeliti molekule milRNA kot ene izmed akterjev virulence glive za patogenezo 
hmelja. 
 
V nalogi smo zato zastavili naslednje raziskovalne hipoteze: 
1) Gliva V. nonalfalfae vsebuje genske elemente, ki sodelujejo v biosintezi 
milRNA in drugih sRNA.  
2) V primeru, da gliva V. nonalfalfae vsebuje elemente RNAi, tudi sintetizira 
molekule milRNA in druge sRNA.  
3) Med visoko virulentnim in manj virulentnim izolatom glive je prisotna razlika 
na ravni izražanja sRNA oziroma milRNA, ki ima vpliv na virulentnost 
patotipov.  
4) Določene milRNA glive V. nonalfalfae imajo tkivno specifično izražanje in 
delovanje. 
5) Identificirane milRNA imajo predpostavljene tarče v genomu glive in 
transkriptomu hmelja, ki so udeležene v pomembnih bioloških poteh. 
 
Zastavljene hipoteze smo analizirali v dveh sklopih raziskav, kjer smo v prvem 
segmentu komponentne RNAi preučevali z identifikacijo ključnih komponent RNAi, to 
so proteini Dicer, Od RNA odvisna polimeraza RNA ter Argonavt, z analizo BLAST na 
podlagi ortolognih sekvenc proteinov iz podatkovnih zbirk ter z nukleotidnimi 
zaporedji, pridobljenimi z visoko zmogljivim sekvenciranjem (NGS), ki smo jih 
nadaljnje eksperimentalno potrjevali z metodo kvantitativnega PCR (qPCR). V drugem 
sklopu raziskav pa smo z uporabo metode določanja nukleotidnih zaporedij NGS ter z 
bioinformacijskimi analizami iskali sRNA in prekurzorje milRNA z algoritmi za 
napoved mikro molekul RNA (miRNA). Molekule milRNA smo eksperimetalno 
potrjevali s »stem-loop« qPCR z obratnim prepisom (RT-qPCR), s katerim smo prav 
tako izvedli ekspresijsko analizo in primerjavo identificiranih milRNA in komponent 
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RNAi pri obeh patotipih in v različnih tkivih oziroma glivnem materialu (micelij, spore, 
trajni micelij, micelij vzgojen v ksilem simulirajočem gojišču). V zdanjem koraku pa 
smo aktivnost mehanizma RNAi, posredovanim z molekulami milRNA, analizirali z 
bioinformacijsko identifikacijo tarč v genomu glive in transkriptomu hmelja ter z 
eksperimentalno analizo interakcij milRNA– tarča z metodo 5' RLM-RACE. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 GLIVE RODU Verticillium sensu stricto 
 
Rod Verticillium, kamor spada gliva Verticillium nonalfalfae, zajema majhno skupino 
askomicetnih rastlinam patogenih gliv, ki povzročajo verticilijsko uvelost, to je bolezen 
prevodnega sistema rastlin, odgovorno za ogromne izgube dobička v proizvodnji 
kmetijsko pomembnih rastlin po svetu (Klostermann in sod., 2009). Že leta 1816 je 
Ness von Esenbeck opisal prvo predstavnico rodu, ko je okarakteriziral vrsto 
Verticillium tenerum, ki jo je poimenoval po morfoloških značilnostih hif, ki tvorijo 
tipične vretenaste konidiofore (lat. verticillius) (Inderbitzin in Subbarao, 2014). Prvo 
fitopatogeno vrsto, Verticillium albo-atrum (V. albo-atrum), sta iz okuženih rastlin 
krompirja izolirala in opisala Reinke in Berthold leta 1879, leta 1913 pa je Klebahn 
opisal drugo, morfološko različno vrsto, Verticillium dahliae (V. dahliae), ki je 
povzročala bolezenske simptome na daliji (Klostermann in sod., 2009).  
 
 
Slika 1:Tipični vretenasti konidiofori na hifah gliv rodu Verticillium (Verticillium albo‐ atrum 
and…, 2007) 
Figure 1: Typical verticilliate conidiophore on the hyphae of the Verticillium fungi (Verticillium 
albo‐ atrum and…, 2007) 
 
Tekom let je bilo v rod Verticillium vključenih preko 190 glivnih vrst, katerim so bile 
skupne vretenaste strukture hif, in rod je zrastel v izrazito heterogeno skupino gliv, ki 
okužujejo rastline, predvsem dvokaličnice, pa tudi ogorčice, žuželke ter druge glive 
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Z razvojem molekularnih metod in analiz zaporedij DNA, kot so polimorfizem dolžin 
restrikcijskih fragmentov (RFLP) (Carder in Barbara, 1991), uporaba molekularnih 
označevalcev naključno pomnožene polimorfne DNA (RAPD) (Barasubiye in sod., 
1995), analiza regije notranjega vmesnika prepisane ribosomske DNA (ITS) (Morton in 
sod., 1995; Schoch in sod., 2012) ter analiza označevalcev polimorfizma dolžin 
pomnoženega fragmenta (AFLP) (Radišek in sod., 2003) in njihovo uvedbo v 
klasifikaciji gliv je bilo mogoče ponovno definirati rod ter oddaljene vrste premestiti v 
druge rodove gliv. Glede na molekularne in morfološke podobnosti z glivo V. dahliae je 
bil rod Verticillium redefiniran kot Verticillium sensu stricto, ki je zajemal zgolj pet 
rastlinskih patogenov (Inderbitzin in Subbarao, 2014). Inderbitzin in sod. so leta 2011 
izvedli obsežno filogenetsko analizo na osnovi petih neodvisnih lokusov DNA, to so 
regija ITS, gen za aktin, gen za elongacijski faktor 1α, gen za triptofan sintazo ter gen za 
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazo, s čimer so uspešno razločili deset glivnih vrst 
Verticillium sensu stricto (Slika 2), od tega pet novih in do tedaj nepoznanih vrst, ki so 
uvrščene med askomicetne glive. Rod Verticillium sensu stricto je sicer uvrščen v 
družino Plectosphaerellacae reda Hypocreales, višje v podrazred Hypocreomycetidae 
razreda Sordariomycetes, v poddeblo Pezizomycotina in deblo Ascomycota znotraj 
kraljestva gliv (Inderbitzin in Subbarao, 2014).   
 
Vrsta V. albo-atrum je patogen, ki okužuje krompir, Verticillium alfalfae (V. alfalfae) je 
poimenovana glede na edinega gostitelja, ki ga okužuje, to je lucerna, V. dahliae je 
vrsta, ki okužuje največ rastlinskih vrst iz 14 rastlinskih družin, vrsta Verticillium 
isaacii (V. isaacii) je poimenovana po mikologu, ki je signifikantno doprinesel k 
taksonomiji gliv Verticillium, Verticillium klebahnii je poimenovana po mikologu 
Klebahnu in je morfološko nerazločljiva od vrste V. isaacii, vrsta Verticillium 
longisporum je edini diploidni hibrid znotraj vrst Verticillium sensu stricto, V. 
nonalfalfae je morfološko nerazločljiva od vrste V. alfalfae, vendar ne okužuje lucerne 
in velja za kritičnega patogena hmelja, vrsta Verticillium nubilum je prisotna samo v 
Združenem Kraljestvu, Verticillium tricorpus tvori tri tipe trajnih struktur, Verticillium 
zaregamsianum pa je patogen solate, prisoten na Japonskem (Inderbitzin in sod., 2011). 
Morfološke analize hif znotraj rodu pa so deset vrst gliv Verticillium sensu stricto 
razdelile v dve skupini, skupino Flavexudans, za katero je značilno rumeno obarvanje 
hif, ter Flavnonexudans, katere predstavnice v hifah ne vsebujejo rumenega pigmenta. V 
slednjo spada tudi gliva V. nonalfalfae, ki je predmet raziskave v doktorski disertaciji 
(Inderbitzin in sod., 2011).  
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Slika 2: Filogenetsko drevo rodu Verticillium sensu stricto (Inderbitzin in Subbarao, 2014) 
Drevo je bilo izdelano s primerjavo 574 zaporedij regije ITS različnih izolatov Verticillium; število v 
oklepaju prikazuje število analiziranih zaporedij ITS posamezne vrste.  
Figure 2: Phylogenetic tree of the Verticillium sensu stricto genus (Inderbitzin in Subbarao, 2014)  
The tree was designed by comparison of 574 sequences of ITS region for different Verticillium species; 
the number in brackets indicate the number of analysed ITS sequences of each species. 
 
2.1.1 Opredelitev vrste Verticillium nonalfalfae 
 
Pred uvedbo nove taksonomske razdelitve gliv Verticillium sensu stricto, ki je 
predstavila vrsti V. alfalfae ter V. nonalfalfae, so bili izolati, ki okužujejo hmelj, 
krompir ter lucerno, zaradi podobnih morfoloških značilnosti ter tvorbe melaniziranega 
trajnega micelija, imenovani V. albo-atrum. Filogenetske analize, ki so temeljile na 
analizi zaporedij ITS več izolatov V. albo-atrum, so vrsto jasno razdelile na dve skupini, 
skupino Grp I ter Grp II (Robb in sod., 1993). Znotraj skupine Grp I je bila 
identificirana gruča izolatov, ki okužujejo samo lucerno, ter gruča, ki okužuje druge 
gostitelje, tudi hmelj. V skupini Grp II pa so bili zbrani izolati, sorodnejši vrsti V. 
tricorpus (Klostermann in sod., 2009). Inderbitzin in sod. (2011) so z analizo petih 
neodvisnih lokusov, s pregledom morfoloških značilnosti herbarijskih vzorcev ter 
glivnih kultur na gojiščih diferencirali vrsto V. albo-atrum v tri ločene vrste, izmed 
katerih je bila skupina Grp II poimenovana V. albo-atrum, skupina Grp I pa se je 
razdelila na dve novi vrsti, to sta V. alfalfae, ki predstavlja izolate gliv, katerih edini 
gostitelj je lucerna, ter V. nonalfalfae, ki povzroča simptome uvelosti na več različnih 
rastlinah (Inderbitzin in sod., 2011). Glede na morfološke značilnosti sta vrsti V. 
alfalfae ter V. nonalfalfae nerazločljivi, razlikujeta pa se v zaporedjih DNA 
preiskovanih lokusov, ki so postali standardni molekularni označevalci za identifikacijo 
in diferenciacijo gliv iz rodu Verticillium sensu stricto (Inderbitzin in sod., 2013; 
Jeseničnik, 2014).  
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2.1.2 Morfološke značilnosti glive Verticillium nonalfalfae 
 
Gliva V. nonalfalfae je talna fitopatogena gliva, ki lahko v tleh, zaradi tvorbe 
dormantnih trajnih struktur, preživi več let. Življenjski prostor glive so hladne do 
zmerne klimatske regije, predstavnice rodu Verticillium sensu stricto pa lahko najdemo 
tudi v toplejših okoljih (Pegg in Brady, 2002). Gostitelji glive so krompir, špinača, 
petunija ter, glede na patofiziologijo in potek okužb najpomembnejši, hmelj (Inderbitzin 
in sod., 2011). Glive rodu Verticillium sensu stricto, vključno z glivo V. nonalfalfae, 
tvorijo puhasti bel micelij iz steklasto obarvanih (hialinih) hif, ki na gojišču zraste po 
treh do petih dneh inkubacije. Hife so sestavljene iz enojedrnih haploidnih celic. Tipična 
za glive je tvorba konidioforov oziroma razvejanih hif, ki so sestavljeni iz vretenc, iz 
katerih poganjajo filaide. Na vrhu filaid se nahajajo sferične sluzaste glavice, kjer 
nastajajo enocelični elipsasti konidiji oziroma trosi (Slika 3) (Smith, 1965; Radišek, 
2004). Glive iz rodu Verticillium sensu stricto za preživetje neugodnih razmer v tleh 
tvorijo tri tipe trajnih dormantnih struktur: trajni micelij, mikrosklerocij ter 
klamidospore. Prav tvorba različnih oblik trajnega micelija je eden izmed kriterijev za 
morfološko razlikovanje med glivami iz rodu (Isaac, 1967; Pegg in Brady, 2002). Za 
glivo V. nonalfalfae je značilna tvorba temno rjavega melaniziranega trajnega micelija, 
ki predstavlja skupek rjavo obarvanih hif z debelo celično steno, ki se na ustreznem 
gojišču pojavi po približno dvo-tedenski inkubaciji (Verticillium albo‐ atrum and…, 
2007; Inderbitzin in sod., 2011).  
 
 
Slika 3: Morfološke značilnosti glive Verticillium nonalfalfae (Inderbitzin in sod., 2011)  
a - micelij glive po 14 dneh; b - micelij viden iz spodnje strani gojišča; c – razvejani konidiofori po 13 
dneh; d - sekundarno razvejanje konidiofora; e - filaida po 13 dneh; f - konidiji po 31 dneh; g - trajni 
micelij po 18 dneh; h - agregirane hife trajnega micelija v rastlinskih celicah po 18 dneh; i – celice hif 
trajnega micelija  
Figure 3: Morphological features of the Verticillium nonalfalfae fungi (Inderbitzin in sod., 2011)  
a – mycelia after 14 days; b – reverse view mycelia; c – the branching of conidiophore after 13 days; d – 
secondary branching of conidiophore; e – philaide after 13 days; f - conidia after 31 days; g – resting 
mycelia after 18 days; h – aggregated hyphae in plant cells after 18 days; i – the cells of the resting 
mycelia hyphae  
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2.1.3 Razvojni cikel glive Verticillium nonalfalfae 
 
Gliva V. nonalfalfae je patogen prevodnega sistema rastlin in živi v vaskulaturi oziroma 
ksilemu gostitelja (Pegg in Brady, 2002). Po vstopu v ksilem se glivne hife razraščajo 
po vaskulaturi in s tem blokirajo prevodni sistem rastline, kar povzroči simptome 
venenja rastline, tipične za bolezen verticilijska uvelosti rastlin. Po propadu rastline 
gliva v tleh tvori trajne strukture, ki ji omogočajo preživetje tudi do 14 let (Wilhelm, 
1955). Razmnoževanje glive je zgolj nespolno, saj pri glivah rodu Verticillium sensu 
stricto spolne oblike niso znane (Inderbitzin in sod., 2011). Življenjski cikel gliv 
Verticillium sensu stricto, vključno z glivo V. nonalfalfae, delimo v tri faze, dormantno, 
parazitsko in saprofitsko (Fradin in Thomma, 2006). 
 
Razvojni krog glive V. nonalfalfae se prične z dormantno fazo, ko trajni micelij glivi 
omogoča preživetje neugodnih razmer v ali na odmrlih rastlinah. Ob ustreznih pogojih 
trajne strukture vzklijejo in prične se nov življenjski krog glive (Pegg in Brady, 2002). 
Rastline v tleh izločajo koreninske izločke, bogate z dušikovimi in ogljikovimi 
spojinami, ki vzpodbudijo vzklitje in rast hif iz dormantnih trajnih struktur. Hife, ki 
zrastejo iz trajnega micelija, v toku gradienta hranil potujejo omejeno razdaljo do 
korenin rastlin in ob okužbi rastline vstopijo v parazitsko fazo (Pegg in Brady, 2002; 
Fradin in Thomma, 2006).  
 
Za vrste rodu Verticillium sensu stricto je značilno, da v rastline hife prodrejo na mlajših 
delih korenin, kot so koreninski laski, ali na poškodovanih delih korenin. Okužba 
rastline se vzpostavi v štirih dneh (Pegg in Brady, 2002). Gliva V. nonalfalfae je 
patogen prevodnega sistema, ki po okužbi naseli ksilem rastline. Do ksilema dostopa 
preko endodermisa, ki ga prečka na bolj prehodnih poškodovanih delih ter v območjih, 
kjer endodermis še ni razvit. V ksilemu iz hif poganjajo konidiofori, na katerih se 
razvijejo filaide s številnimi konidiji. Konidiji potujejo po rastlini navzgor s 
transpiracijskim tokom ter vzklijejo v micelij na delih, kjer so žile manj prehodne in 
zadržijo konidije. Z razraščanjem glive po rastlini se krepijo simptomi okužbe in 
venenje rastline, do končnega propada rastline. Na tej stopnji se prične saprofitska faza, 
ko ob propadu rastline gliva naseli okoliška tkiva rastline, kot so korenine in stebla. 
Med saprofitsko fazo gliva ponovno tvori trajne organe, ki ji bodo omogočili preživetje 
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2.2 VERTICILIJSKA UVELOST HMELJA  
 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je trajna dvodomna rastlina iz družine konopljevk, 
vzpenjalka, ki lahko ob opori zraste tudi do 10 m visoko (Neve, 1991). Danes se hmelj 
na številnih hmeljiščih po Sloveniji, Evropi in svetu primarno goji za potrebe 
pivovarske industrije, kjer so socvetja oziroma storžki, ki rastejo na ženskih rastlinah, 
izjemnega pomena, saj pivu dajejo značilno grenkobo in aromo, po drugi strani pa v 
proizvodu delujejo kot konzervans, ki zagotavlja stabilnost proizvoda in okusa 
(Schönberger in Kostelecky, 2012). Zaradi vsebnosti spojih z antioksidativnim in 
protimikrobnim učinkom, kot so tanini, eterična olja, alfa- in beta-kisline ter smole, se 
hmelj v zadnjih časih uporablja tudi v kozmetični in farmacevtki industriji. V obliki 
tablet, tinktur in čajev deluje pomirjevalno ter uspavalno ter lajša simptome stresa. Po 
drugi strani pa ima zaradi protimikrobnih učinkov potencial pri proizvodnji živalske 
krme, kjer bi lahko pripravki iz hmelja nadomestili tradicionalno uporabo antibiotikov 
(Uporaba hmelja izven…, 2020).  
 
V Sloveniji hmeljarstvo predstavlja pomembo gospodarsko panogo, saj na okoli 1600 
hektarjih kmetijskih zemljišč gojimo aromatične sorte svetovnega slovesa. V letu 2017 
smo v Sloveniji pridelali več kot 2700 ton hmelja, kar predstavlja 2,5 % svetovne 
pridelave. Večino hmelja Slovenija izvozi za potrebe pivovarske industrije 
(Hmeljarstvo, 2020). Okužbe hmelja s patogeni, ki povzročajo hmeljevo uvelost, 
bolezen prevodnega sistema hmelja, predstavljajo resen problem v pridelavi hmelja in 
veljajo za gospodarsko najpomembnejše bolezni hmelja. Glavni povzročiteljici bolezni 
uvelosti hmelja sta fitopatogeni glivi V. dahliae, ki se občasno pojavlja na hmeljiščih, 
predvsem v Nemčiji (Zinkernagel, 1982) ter V. nonalfalfae, vrsta, ki je najpogosteje 
izolirana iz okuženih rastlin hmelja (Dolinar in Simončič, 1999; Verticillium albo‐
atrum and…, 2007). V Sloveniji se periodično ponavljajo okužbe z manj virulentnimi 
ali visoko virulentnimi izolati glive V. nonalfalfae, pri čemer slednji povzročijo hude 
simptome venenja z odmrtjem rastlin ter večletno neuporabnost hmeljišč (Radišek in 
sod., 2003). Hmeljeva uvelost je bila v Sloveniji prvič zabeležena leta 1974, ko se je v 
nasadih hmelja pojavila blaga oblika bolezni, takrat je za boleznijo obolela večina 
nasadov aromatične sorte hmelja Aurora. V letu 1997 pa so v hmeljiščih na Gomilskem 
identificirali tako imenovano letalno obliko bolezni, ki se je zaradi visoke gostote 
hmeljišč in občutljivosti domačih kultivarjev hitro razširila po Savinjski dolini (Posebni 
nadzor…, 2009). Obvladovanje okužb trenutno temelji zgolj na primernih fitosanitarnih 
ukrepih, žlahtnjenju in sajenju odpornih sort hmelja ter na kolobarjenju rastlin na 
hmeljiščih. Za zdravljenje okužb hmelja ne poznamo ustreznih fitofarmacevtskih 
sredstev, povzročiteljici bolezni pa se zaradi tvorbe trajnih struktur lahko v tleh ohranita 
vrsto let in hitro širita po hmeljiščih ter širše (Radišek in sod., 2006). Okužbe na 
hmeljiščih povzročajo pomembne ekonomske izgube v slovenskem gospodarstvu. 
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2.2.1 Verticillium nonalfalfae kot patogen hmelja 
 
V letu 1974 je Marta Dolinar prvič v Sloveniji v nasadih hmelja identificirala okužbo s 
patogeno glivo V. albo-atrum, ki je povzročila verticilijsko uvelost hmeljevih rastlin. 
Glede na novo taksonomsko razvrstitev gliv Verticillium sensu stricto zdaj vemo, da je 
patogen hmelja novo definirana gliva V. nonalfalfae, medtem ko glive vrste V. albo-
atrum primarno okužujejo krompir (Inderbitzin in sod., 2011). Ob pojavu letalnih 
bolezenskih znakov na hmelju leta 1997 je postalo jasno, da znotraj vrste obstajajo 
razlike v patogenosti, kar so Radišek in sod. (2003) definirali kot manj virulentni patotip 
PG1, ki na hmelju povzroči blažje simptome bolezni, ter visoko virulentni patotip PG2, 
ki po okužbi povzroči propad rastlin. Razlikovanje med patotipoma je bilo potrjeno na 
ravni DNA z analizo molekularnih označevalcev AFLP, kjer so raziskovalci prav tako 
definirali dve skupini gliv s specifičnimi vzorci molekularnih označevalcev, ki so 
sovpadali z obliko patogenosti oziroma simptomi bolezni. Na podlagi vzorcev 
pomnoženih označevalcev AFLP so Radišek in sod. (2004) razvili diagnostični test, ki 
temelji na verižni reakciji s polimerazo (PCR) in ki omogoča detekcijo patotipov glive 
iz okuženih rastlin. 
 
2.2.2 Potek bolezni na hmelju 
 
Na hmelju se bolezen manifestira v obliki lažjih ali hujših simptomov venenja, ki so 
odvisni od virulence glive, ki okužuje rastlino, občutljivosti hmeljevega kultivarja ter 
okoljskih dejavnikov (Isaac in Keyworth, 1948; Sewell in Wilson, 1984). Simptomi, ki 
so prisotni pri obeh oblikah poteka bolezni na hmelju, so venenje in rumenenje listov, ki 
se pojavi na robnih delih listov in se širi navzgor po listu, pri čemer se robovi listov 
pričnejo vihati navzgor in enostavno odpadejo. Ovijalke oziroma trte se odebelijo in ob 
prerezu je vidno rjavo obarvano nekrotično tkivo prevodnega sistema rastline (Radišek, 
2004; Verticillium albo‐ atrum and…, 2007).  
 
Simptome blage oblike uvelosti hmelja povzročajo okužbe z manj virulentnimi izolati 
glive V. nonalfalfae oziroma patotipi PG1, vrsta V. dahliae oziroma se razvijejo ob 
okužbah odpornejših kultivarjev hmelja. Znaki okužbe (Slika 4) se od sezone do sezone 
gojenja razlikujejo in zgolj redko povzročijo odmrtje rastline, saj si le-ta tipično po 
okužbi opomore in naslednjo sezono normalno ponovno zraste na hmeljišču 
(Verticillium albo‐ atrum and…, 2007). Ob okužbi se pojavijo rumenenje in venenje 
spodnjih listov, nekroze na listih, ki se ob robovih zavihajo navzgor in ob dotiku 
odpadejo. Trta od tal navzgor v višini do 1,5 m se odebeli, skorja ovijalk postane 
hrapava in prične pokati. Ob prerezu trte opazimo nekrotično previjalno tkivo rastline 
(Dolinar in Simončič, 1999).   
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Slika 4: Simptomi okužbe hmelja z blago obliko verticilijske uvelosti (Verticillium albo‐ atrum 
and…, 2007) 
Figure 4: Symptoms of the hop infection with the mild form of verticillium wilt (Verticillium albo‐
atrum and…, 2007) 
 
Bolezenski znaki letalne oblike uvelosti hmelja se razvijejo ob okužbah občutljivih 
kultivarjev hmelja z visoko virulentnimi izolati glive oziroma patotipi PG2 (Radišek in 
sod., 2004). Za razliko od blage oblike bolezni, ki počasi napreduje po rastlini, se 
letalna oblika okužbe hitro širi navzgor po celotni rastlini in med rastlinami v nasadu, 
pri čemer prizadene tudi višje liste in stranjske poganjke, kar vodi v sušenje celotne 
rastline in odpadanje listov. Simptomatika prav tako zajema rumenenje in venenje 
listov, izrazite nekroze prevajalnega tkiva, zaradi česar se rastlina v celoti posuši. Prvi 
simptomi bolezni se pojavijo ob tvorbi storžkov in v roku dveh do treh tednov od pojava 
simptomov rastlina propade (Dolinar in Simončič, 1999; Radišek in sod., 2006; 
Verticillium albo‐ atrum and…, 2007). 
 
 
Slika 5: Simptomi okužbe hmelja z letalno obliko verticilijske uvelosti (Verticillium albo-atrum 
and…, 2007) 
Figure 5: Symptoms of the hop infection with the lethal form of verticillium wilt Verticillium albo-
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2.3 MEHANIZEM RNA-INTERFERENCE 
 
Fenomen, posredovan z dvoverižnimi molekulami RNA (dsRNA), ki po načelih 
komplementarnosti zaporedij utišajo specifične funkcionalne gene, je bil kot RNA-
interferenca (RNAi) prvič omenjen leta 1998, ko so Fire in sod. z vnosom očiščenih 
dvo-verižnih RNA v telo ogorčice Caenorhabditis elegans (C. elegans) opazili fenotipe, 
ki sovpadajo z napovedanimi fenotipi izgube specifičnih genov. Danes je izraz RNAi 
ime za evkariontski mehanizem regulacije izražanja genov na post-transkripcijskem kot 
tudi na ravni transkripcije, v katerem sodelujejo male nekodirajoče molekule RNA 
(sRNA), dolge med 20 in 30 nt, ki inducirajo utišanje genov preko inhibicije translacije 
ali razgradnje tarčne mRNA (Hamilton in Blaucombe, 1999; Hannon, 2002; Agrawal in 
sod., 2003; Li, 2010; Nicolas in Ruiz-Vazquez, 2013; Torres-Martinez in Ruiz-
Vazquez, 2017).  
 
Mehanizem RNAi omogoča hitro in specifično uravnavanje bioloških procesov rasti in 
razvoja organizmov, zaščito organizmov pred virusi in ponovljivimi elementi v 
genomu, s čimer se zagotavlja integriteta genomov organizmov, sodeluje v odzivih na 
biotske in abiotske spremembe v okolju ter v interakcijah med organizmi (Villalobos-
Escobedo in sod., 2016). Utišanje genov, posredovano z molekulami sRNA, je ohranjen 
mehanizem, ki je bil, sočasno s študijami na C. elegans, opažen tudi v kraljestvu gliv pri 
glivi Neurospora crassa (N. crassa), kjer so fenomen utišanja genov poimenovali 
»quelling« (Romano in Macino, 1992), v kraljestvu rastlin pa so znanstveniki v študijah 
med leti 1990 ter 2000 zabeležili primere utišanja genov odvisnih od prisotnosti 
dsRNA, kar so poimenovali »kosupresija« (ang. cosupression) oziroma post-
transkripcijsko utišanje genov (PTGS) (Vaucheret in sod., 2001; Hannon, 2002). 
 
2.3.1 Komponente mehanizma RNA-interference 
 
Ob odkritju mehanizmov utišanja transkriptov v modelnih organizmih N. crassa, C. 
elegans in Arabidopsis thaliana (A. thaliana) so bile izvedene številne študije, kjer so 
preko iskanja mutantov brez sposobnosti utišanja genov raziskovalci želeli identificirati 
genske komponente, potrebne v procesih utišanja. Izkaže se, da sta nastanek sRNA, ki 
posredujejo utišanje preko komplementarnega parjenja s tarčnimi transkripti ter 
negativno  uravnavanje izražanja genov odvisna od specifičnih proteinov in encimov, ki 
so sestavljeni iz ohranjenih funkcionalnih in katalitičnih domen, ki sodelujejo v tipični 
poti RNAi (Agrawal in sod., 2003). V procesu RNAi encimi podobni proteinom Dicer 
iz družine RNase III iz dsRNA generirajo kratke dsRNA prekurzorje, ki so v naslednji 
stopnji naloženi v od RNA inducirani komoleks utišanja (RISC), ki v svojem jedru 
vsebuje protein Argonavt kot glavno katalitično komponento kompleksa RISC. 
Kompleks RISC utiša tarčo po komplementarnem parjenju nastale sRNA v kompleksu 
RISC s tarčno mRNA (Agrawal in sod., 2003). 
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Kot iniciator mehanizma RNAi je bila v modelnem organizmu Drosophila 
melanogaster (D. melanogaster) identificirana nukleaza iz družine ribonukleaz III z 
visoko specifičnostjo do dsRNA, ki je po cepitvi dsRNA tvorila fragmente dolžine 22 nt 
(Bernstein in sod., 2001). Zaradi sposobnosti cepitve dsRNA v kratke produkte 
specifičnih dolžin je bil encim poimenovan Dicer (DCR) (Agrawal in sod., 2003). Pri 
glivnem modelnem organizmu N. crassa sta bila nekoliko kasneje identificirana 
proteinom Dicer podobna proteina (DCL), kodirana z genoma dcl-1 in dcl-2 
(Catalanotto in sod., 2004). Za proteine iz družine Dicer so značilne tipične ohranjene 
funkcionalne domene helikaza C, ki ji sledi domena dimerizacije, ki veže dsRNA, sledi 
domena PAZ, prisotna v proteinih, ki so povezani z RNAi ter dve katalitični domeni 
RNAse III, ki cepita dsRNA (Catalanotto in sod., 2000; Agrawal in sod., 2003; Nicolas 
in Garre, 2016). 
 
Študije komponent mehanizma RNAi, izvedene na glivi N. crassa, so preko serije 
pigmentnih mutantov identificirale glavne komponente mehanizma RNAi, med njimi 
protein od RNA odvisna polimeraza RNA (RdRP), kodiran z genom qde-1, ki prepozna 
in prepiše enoverižne neznačilne RNA (aRNA), ki služijo kot matrica za prepis 
komplementarnih verig in tvorbo dsRNA (Cogoni in Macino, 1999). S kloniranjem 
gena qde-1 sta Cogoni in Macino (1997) okarakterizirala protein, ki ne vsebuje 
signalnega peptida ali transmembranske domene, potrebnih za izločanje proteina, kar 
nakazuje na njegovo znotraj jedrno delovanje. Za predstavnike družine proteinov RdRP 
je značilna prisotnost ohranjenega zaporedja aminokislin, ki je kritičen za funkcijo 
proteinov in je definiran kot domena RdRP (Agrawal in sod., 2003; Nicolas in Garre, 
2016). 
    
Nadaljnje pa so Hammond in sod. (2001) z izolacijo proteinov v interakciji z okoli 25 nt 
dolgimi sRNA identificirali nukleazni kompleks, ki v asociaciji z sRNA prepozna in 
razreže specifična zaporedja transkriptov mRNA. Kompleks so poimenovali RISC ali 
od RNA inducirani kompleks utišanja. Z analizo proteinskega kompleksa so 
raziskovalci identificirali protein, ki pripada družini proteinov Argonavt (AGO) in ki je 
homologen proteinu RDE1, ki je v organizmu C. elegans nujen za utišanje genov 
posredovano z dsRNA. Predstavniki družine AGO so bili identificirani tudi v glivi N. 
crassa, kjer sta bila okarakterizirana gen qde-2 in njegov proteinski produkt, ter v A. 
thaliana, ki vsebuje protein, imenovan AGO1 (Fagard in sod., 2000). Protein AGO je 
glavna katalitična komponenta kompleksa RISC, ki utiša tarčne mRNA. Proteini iz 
družine AGO vsebujejo ohranjene funkcionalne domene ArgoN na N-terminalnem 
koncu proteina, ki ji sledijo domene PAZ, MID ter PIWI (Nicolas in Garre, 2016; 
Torres-Martinez in Ruiz-Vazquez, 2017).  
 
Poleg komponent RdRP, DCL in AGO, ki so nujni za utišanje genov v procesu RNAi, 
je za delovanje mehanizma pomemben tudi encim helikaza DNA, imenovana RecQ, ki 
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je bila identificirana v glivi N. crassa (qde-3). Njena vloga je tvorba eno-verižnih DNA, 
ki preko sprememb v metilaciji ter strukturi kromatina vodijo v sintezo neznačilnih 
aRNA, ki so substrat za tvorbo dsRNA (predvsem na nravni transkripcijskega utišanja 
genov) (Cogoni in Macino, 1997; Agrawal in sod., 2003; Lee in sod., 2010). Kot zadnja, 
pomembna komponenta mehanizma RNAi, je bila identificirana eksonukleaza v 
interakciji s QDE-2, poimenovana QIP, ki iz kratkega dsRNA prekurzorja odstrani eno 
izmed obeh verig dsRNA za tvorbo zrele utiševalne sRNA, ki je v naslednjem koraku 
naložena v kompleks RISC (Maiti in sod., 2007).   
 
2.3.2 Male molekule RNA 
 
Utišanje specifičnih genov v procesu RNAi je v veliki meri odvisno od malih molekul 
sRNA, ki so komplementarne tarčnim mRNA transkriptom. Že zgodnje raziskave 
utišanja genov so identificirale male, okoli 25 nukleotidov dolge produkte razgradnje 
RNA, ki se pojavijo in kopičijo v obliki dsRNA, vendar niso prisotne v mutantih brez 
zmožnosti utišanja (Hamilton in Blaucombe, 1999). Schwartz in sod. (2002) so z 
biokemijskimi analizami ugotovili, da prav sRNA vodijo razgradnjo mRNA na 
specifičnih mestih homologije med sRNA in mRNA. Sinteza sRNA, dolgih med 21 in 
25 nt, je kasneje postala tipična značilnost utišanja RNA na podlagi homologije 
zaporedij (Agrawal in sod., 2003). 
 
Evkariontske sRNA so razdeljene v tri glavne skupine: 1) kratke interferenčne RNA 
(siRNA), ki lahko nastanejo iz eksogenih molekul dsRNA (npr. virusnega izvora), iz 
endogenih transkriptov ponovljivih elementov v genomu (npr. transpozonov) 
(rasiRNA), ali iz transkriptov, ki tvorijo dolge lasnične strukture (Carthew in 
Sontheimer, 2009); 2) mikro molekule RNA (miRNA), ki nastanejo iz eno-verižnih 
transkriptov RNA, ki tvorijo lasnične dvo-verižne strukture in so kodirani z geni 
miRNA (Bartel, 2004; Carthew in Sontheimer, 2009); 3) s proteini Piwi asociirane 
sRNA (piRNA), ki nastanejo iz eno-verižnih prekurzorjev, ki izvirajo iz ponovljivih 
elementov, transpozonov in gruč genov piRNA, najdene samo v kraljestvu živali (Siomi 
in sod., 2011).  
 
Nastanek dsRNA, prekurzorjev za sintezo utiševalnih sRNA, je pogojen z aktivnostjo 
encima RdRP, ki ima tudi od DNA odvisno RNA polimerazno aktivnost (DdRP) (Lee 
in sod., 2010). Encim iz eno-verižni fragmentov DNA z DdRP aktivnostjo tvori 
neznačilne fragmente aRNA in nato le-te s svojo RdRP aktivnostjo pretvori v 
prekurzorske fragmente dsRNA (Fire in sod., 1998; Agrawal in sod., 2003). Po drugi 
strani se dvoverižni perkurzorji tvorijo tudi po prepisu genskih regij miRNA, ki se 
zvijejo v tipične sekundarne dvoverižne lasnične strukture. Prekurzorske dsDNA 
prepozna in cepi protein Dicer v kratke dvoverižne siRNA, ki v kompleksu RISC vodijo 
utišanje genov (Torres-Martinez in Ruiz-Vazquez, 2017). 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020  
15 
 
Izmed vseh treh razredov sRNA so največ zanimanja pritegnile molekule miRNA, saj 
gre za v organizmih relativno močno zastopane endogene nekodirajoče sRNA, ki se 
nahajajo v neprevedenih regijah genov, katerih funkcija je post-transkripcijsko 
uravnavanje izražanja genov, udeleženih v rasti, diferenciaciji tkiv in razvoju 
organizmov (Bartel, 2004). Prva miRNA je bila identificirana pri C. elegans, za katero 
se je izkazalo, da ne kodira funkcionalnega proteina, temveč 22 nt dolgo regulatorno 
RNA, ki se lahko komplementarno pari z mRNA drugega gena, udeleženega v razvoju 
nematode (Wightman in sod., 1993). Skupaj z odkritjem mehanizma RNAi, ki je 
induciran s tvorbo kratkih RNA, je bilo predpostavljeno, da so miRNA ene izmed 
akterjev v procesih utišanja genov (Griffith-Jones in sod., 2006). 
 
Molekule miRNA so zapisane z geni miRNA, ki se nahajajo po celotnem genomu 
organizmov. Večina genskih zapisov za miRNA je nekodirajočih, lahko pa se zapisi za 
miRNA nahajajo znotraj intronskih regij, posamezno ali v gručah, ali v neprevedenih 
regijah mRNA (UTR) (Hammond, 2015). Skupna značilnost, ki opredeljuje molekule 
miRNA, je tvorba sekundarne dvoverižne strukture lasnice (ang. stem-loop), ki se tvori 
po nepopolnem komplementarnem parjenju okoli 70 nt dolgega prekurzorja miRNA, ki 
ga prepiše polimeraza RNA II (Lee in sod., 2004). Znotraj lasnične strukture 
prekurzorja se na eni verigi nahaja zapis za 20 do 30 nt dolgo zrelo miRNA, znotraj 
katere se tipično med 2 in 7 nt s 5` konca nahaja regija »seed«, ki se komplementarno 
veže s tarčno mRNA brez neujemanj, kar vodi v utišanje tarče (Agrawal in sod., 2003; 
de Haro in sod., 2009; Hammond, 2015; Farrell, 2017). Po prepisu in procesiranju z 
nukleazo Drosha so lasnični prekurzorji miRNA premeščeni v citoplazmo celic, kjer jih 
encimi Dicer s svojo endonukleazno aktivnostjo razrežejo, pri čemer se sprosti dupleks 
RNA, sestavljen iz zrele miRNA ter njene komplementarne sekvence, imenovane 
miRNA* (Hammond, 2015). Pri rastlinah, kjer encim Drosha ni prisoten v sintezi 
miRNA, encimu Dicer podoben protein (DCL) v jedru procesira primarni dvoverižni 
prekurozor miRNA, ki je v naslednji stopnji premeščen v citoplazmo za nadaljnje 
procesiranje v zrelo miRNA (Liu in sod., 2017). Eksonukleaza QIP v naslednjem 
koraku sprosti zrelo enoverižno miRNA, ki je naložena v RISC, kjer usmerja utišanje 
določenih komplementarnih tarčnih transkriptov (Hammond, 2015). Večina 
prekurzorjev miRNA je z encimom Dicer razrezana na točno določenih prepoznavnih 
mestih, kar tvori zrele miRNA specifičnih zaporedij in določenih nukleotidov na obeh 
koncih zrele miRNA. Manjša skupina miRNA pa ima znotraj prekurzorskih zaporedij 
heterogena mesta razreza, kar vodi v sintezo izoform zrelih miRNA, imenovanih 
»izomiR«. Natančen mehanizem preklopa med mesti razreza prekurzorjev in tvorba 
izoform miRNA ostaja nejasen (Lee in sod., 2010b).  
 
Pri glivah, skupini organizmov, ki je predmet raziskave v doktorski disertaciji, obstaja 
več različnih poti nastanka miRNA, tako od encima Dicer odvisna in neodvisna pot, 
zaradi česar pri glivah govorimo o miRNA molekulam podobnih RNA oziroma 
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milRNA, ki pa z živalskimi in rastlinskimi miRNA delijo številne podobnosti: 1) 
nastanejo iz prekurzorskih RNA, ki zavzamejo strukturo lasnice; 2) večina nastane s 
cepitvijo prekurzorjev z encimom Dicer; 3) tarče utišajo z nepopolnim 
komplementarnim parjenjem z mRNA (Lee in sod., 2010). Omejeno število študij 
izvora, izražanja ter tarč glivnih milRNA je predpostavilo vlogo milRNA v procesih 
tvorbe micelija ter sporuliranja kot odgovor na spremembe v okolju ter v uravnavanju 
procesov patognosti na različnih gostiteljskih organizmih (Torres-Martinez in Ruiz-
Vazquez, 2017).  
 
2.3.3 RNA-interferenca pri glivah 
 
RNAi je eden izmed ključnih mehanizmov uravnavanja izražanja genov pri 
filamentoznih glivah, kjer molekule sRNA s komplementarnim parjenjem s tarčnimi 
mRNA uravnavajo številne celične procese, kot so razvoj, procesiranje RNA, obramba 
gostitelja, transkripcija, translacija, imunski odzivi ob napadu patogenov (Slika 6) 
(Agrawal in sod., 2003; Carthew in Sontheimer, 2009; Seo in sod., 2013; Staiger in 
sod., 2013; Weiberg in sod., 2014). Kljub dejstvu, da so bile na glivnem modelnem 
organizmu N. crassa izvedene številne raziskave, s katerimi je bilo mogoče identificirati 
komponente RNAi ter vpletenost sRNA v utišanje genov, ostajajo razredi sRNA ter 
mehanizem RNAi pri drugih glivah ter njihova vloga v interakcijah z gostitelji relativno 
neraziskani. Pri glivah je bila RNAi sprva opisana v povezavi z obrambo genoma gliv 
pred tujimi DNA/RNA, kot so virusi in ponovljiva zaporedja ter kot odgovor na 
poškodbe DNA, s čimer se je zagotavljala integriteta genoma gliv (Nolan in sod., 2005; 
Segers in sod., 2007; Nicolas in Garre, 2016). Prav tako je poglavitna vloga mehanizma 
RNAi v glivah zagotavljanje stabilnosti genoma med spolnim razmnoževanjem oziroma 
med mejozo, kjer v procesu mejotskega utišanja preko neparjene DNA (MSUD) prihaja 
do utišanja homolognih regij za zagotavljanje haploidnosti spor (Shiu in Metzenberger, 
2002). Po drugi strani pa je bila pri glivi Mucor circinelloides (M. circinelloides) 
odkrita skupina malih regulatornih RNA, ki izvirajo iz eksonov kodirajočih regij 
proteinov (ex-siRNA), katerih poglavitna vloga je povratno uravnavanje izražanja 
njihovih izvornih genov oziroma mRNA (Nicolas in sod., 2010). Eksonske sRNA so 
sintetizirane v biosinteznih poteh, odvisnih ali neodvisnih od encima Dicer in se 
nadaljnje delijo v štiri različne skupine, glede na komponente mehanizma RNAi 
potrebne za njihovo sintezo  (Torres-Martinez in Ruiz-Vazquez, 2017). Še ena 
posebnost RNAi pri glivah je tvorba prekurzorjev milRNA, ki so prepisani predvsem iz 
medgenskih regij s polimerazo RNA III ter procesirani zgolj z encimom Dicer v kratke 
dsRNA, iz katerih nukleaza QIP sprosti zrelo milRNA (Nicolas in Garre, 2016). Študije 
mehanizma RNAi pri glivah so identificirale številne nove razrede funkcionalno 
različnih sRNA, ki bodisi varujejo genome gliv ali uravnavajo izažanje endogenih 
genov (Nicolas in Ruiz-Vazquez, 2013). 
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Slika 6: Poti in vloge mehanizma interference RNA v glivah (Torres-Martinez in Ruiz-Vazquez, 
2017)  
a – prikaz obrambnih funkcij RNAi za zagotavljanje integritete genoma, kjer iz tujih RNA nastanejo 
aRNA, ki jih encim Dicer razreže v dsRNA, ki sodelujejo v utišanju trankriptov mRNA; b – poti nastanka 
endogenih sRNA, ki sodelujejo v uravnavanju izražanja genov, vpletenih v razvoj, odzive na stres ter 
patogenost filamentoznih gliv (levo je prikazana sinteza milRNA iz lasničnih dvoverižnih prekurzorjev)  
Figure 6: Pathways and roles of the RNA interferance mechanism in fungi (Torres-Martinez in 
Ruiz-Vazquez, 2017)  
a – representation of the defence roles of the RNAi fort he maintenance of genome integrity, where from 
transgenic RNAs the aRNAs are formed and cleaved by Dicer into dsRNAs, involved in silencing of the 
mRNA transcripts; b – the synthesis pathways of the endogenic sRNAs, that act in the regulation of 
genes, involved in development, stress responses and pathogenicity of the filamentous fungi (left the 
synthesis of milRNAs from hairpin doublestranded precursors is represented)  
 
Komponente mehanizma RNAi so bile prvič identificirane pri glivnem modelu 
N.crassa, v zadnjih letih pa so bili s pristopi homologije sekvenc ter izdelavo delecijskih 
mutantov identificirani glavni elementi, encim Dicer, polimeraza RdRP in protein 
Argonavt, tudi pri glivah M. circinelloides (Nicolas in sod., 2007; Nicolas in sod., 2010; 
Cervantes in sod., 2013), Cryptococcus neoformans (Wang in sod., 2010), Penicillium 
marneffei (Lau in sod., 2013), Antrodia cinnamomea (Lin in sod., 2015), Metarhizuium 
robertsii (M. robertsii) (Meng in sod., 2017) ter Fusarium graminearum (F. 
graminearum). Pri slednji je bil preučevan alternativni način analize genov, katerih 
delecije imajo letalni efekt na preučevani organizem, to je preko utišanja genov z RNAi. 
Gre za izdelavo plazmidnih vektorjev, ki vsebujejo sekvence, ki tvorijo lasnične 
strukture RNA (hpRNA) po ekspresiji, ki jih prepoznajo komponente RNAi ter 
posledično procesirajo v sRNA, ki utišajo tarčne gene (Chen in sod., 2015). Analiza 
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genov preko utišanja s hpRNA vektorji predstavlja obetavno genetsko orodje za študije 
molekularnih mehanizmov v prihodnosti.    
 
Večina raziskav interference RNA pri glivah je omejena na identifikacijo in 
karakterizacijo molekul milRNA, ki so pomembni regulatorji izražanja endogenih 
genov s pomembnim doprinosom k patogenosti gliv, kar je bilo dokazano z analizami 
izražanja milRNA v različnih razvojnih fazah gliv, v različnih okoljskih pogojih ter na 
ravni interakcij gliv z njihovimi gostitelji (Nicolas in Garre, 2016; Torres-Martinez in 
Ruiz-Vazquez, 2017). MilRNA so bile do danes identificirane pri omejenem številu 
askomicetnih in bazidiomicetnih glivnih vrst, med katerimi najdemo tudi pomembne 
rastlinam patogene glive (Preglednica 1). Metodolgija v zbranih študijah pri glivah je 
predstavljala temelj za zasnovo razsikav v okviru doktorske disertacije. 
 
Preglednica 1: Seznam gliv, vključenih v študijah glivnih milRNA in sistema RNAi 





Rastlinam patogene glive   
Sclerotinia sclerotiorum 44 Zhou in sod., 2012 
Fusarium oxysporum 19 Chen in sod., 2014 
Fusarium graminearum 49 Chen in sod., 2015 
Puccinia striiformis 2 Mueth in sod., 2015 
Puccinia triticina 2 Dubey in sod., 2019 
Curvularia lunata 48 Liu in sod., 2016 
Verticillium dahliae 7 Jin in sod., 2019 
Ljudem patogene glive   
Cryptococcus neoformans 2 Jiang in sod., 2012 
Penicillium marneffei 24 Lau in sod., 2013 
Paracoccidioides brasilensis 18/49 de Curcio in sod., 2019/ 
de Curcio in sod., 2018 
Trichophyton rubrum 12 Wang in sod., 2018 
Penicillium chrysogenum 34 Dhalmann in Kück, 2015 
Živalim patogene glive   
Arthrobotrys oligospora 7 Ji in sod., 2019 
Lesne glive rjave trohnobe   
Trichoderma reesei 13 Kang in sod., 2013 
Antrodia cinnamomea 67 Lin in sod., 2015 
Užitne glive   
Ophiocordyceps sinensis 71 Zhang in sod., 2019 
Coprinopsis cinerea 22 Lau in sod., 2019 
Cordyceps militaris 38 Shao in sod., 2019 
Gliva za biokontrolo insektov   
Metarhizium anisopliae 15 Zhou in sod., 2012b 
Modelni organizem   
Neurospora crassa 25 Lee in sod., 2010 
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2.3.4 Fenomen posredovanja signalov RNAi med kraljestvi organizmov 
 
V zadnjih letih so sRNA in milRNA intenzivno preučevane na ravni interakcij gostitelj-
patogen. V večni tekmi med patogenom in gostiteljem oziroma za uspešno vzpostavitev 
interakcije z gostitelji, organizmi izmenjujejo številne signale, kot so proteini, 
sekundarni metaboliti ter tudi nukleinske kisline. Komunikacija med organizmi 
omogoča odzive gostiteljev ob infekciji, po drugi strani pa modulira virulenco 
patogenov za učinkovitejšo kolonizacijo gostitelja (Hua in sod., 2018).  
 
Rastline se na okužbe patogenov odzovejo z induciranimi obrambnimi odzivi na dveh 
ravneh rastlinskega imunskega sistema; prviprva raven je z molekulskimi vzorci 
vzpodbujena imunost (PTI), ki z receptorji prepozna z mikrobi asociirane molekule in 
sproži osnovni obrambni odziv; druga raven pa je z efektorji sprožena imunost (ETI), ki 
zazna viruletne faktorje oziroma efektorske proteine patogenov, kar preko genov za 
odpornost R aktivira specifične obrambne odzive rastline (Jones in Dangl, 2006). Pri 
rastlinah so endogene sRNA in miRNA udeležene v uravnavanje in aktivacijo tako 
odziva PTI, kot tudi ETI, kar je bilo dokazano pri modelnem organizmu A. thaliana, pri 
čemer imajo sRNA ali milRNA ob napadu bodisi povečano, bodisi zmanjšano 
ekspresijo, kar vodi v povečano ekspresijo tarčnih mRNA, udeleženih v obrambnem 
odzivu rastline (Katiyar-Agrawal in Jin, 2010; Li in sod., 2010; Li in sod., 2012; 
Weiberg in sod., 2015; Wang in sod., 2017). Nedavno je bilo dokazano, da lahko z 
RNAi posredovano uravnavanje izražanja genov poteka tudi med različnimi kraljestvi 
organizmov, kot sta rastlina in patogeni organizem, kjer lahko pride do prenosa signalov 
RNAi iz rastline v patogena in do utišanja genov v patogenu (Nunes in Dean, 2012). 
Signali RNAi, še posebej molekule miRNA, se lahko uspešno translocirajo po 
vaskulaturi rastlin, zaščiteni v izvenceličnih veziklih, pri čemer lahko prepotujejo dolge 
razdalje v floemu rastlin (Hua in sod., 2018; Weiberg in sod., 2015; Knip insod., 2014, 
Wang in sod., 2016). Študije interakcij med patogeno glivo V. dahliae ter njenim 
gostiteljem bombažem ter tudi A. thaliana so identificirale 28 sRNA molekul v vzorcih 
RNA izoliranih iz glive, katere micelij je bil pridobljen iz okužene rastline, ki so bile 
homologne rastlinskim miRNA in ne kratkim RNA glive, kar je vodilo v spoznanje, da 
lahko gostiteljeve sRNA potujejo v patogena ob infekciji. Ob tem sta bili identificirani 
dve miRNA rastline, katerih tarči sta glivna gena, udeležena v patogenost glive. V 
glivnih hifah, pridobljenih iz korenin okuženih rastlin, je bila opažena nižja raven 
transkriptov obeh genov, ob tem pa so bile zaznane višje ravni oziroma akumulacija 
miRNA rastline v hifah gliv (Zhang in sod., 2016).  
 
Identifikacija gostiteljevih miRNA, odzivnih na okužbe rastline s patogeni, je vodila v 
razvoj nove oblike nadzora glivnih okužb pomembnejših kulturnih rastlin, kot sta 
pšenica in ječmen. Strategija »od gostitelja inducirano utišanje genov« (ang. host-
induced gene silencing) (HIGS), ki omogoča biološki nadzor patogenih organizmov na 
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gostiteljskih rastlinah, izkorišča mehanizem RNAi, da poveča odpornost rastlin 
oziroma, da zmanjša virulenco patogenov preko dizajniranja transgenih rastlin, ki 
izražajo konstrukte dsRNA, katerih tarče so specifični geni patogenega organizma 
oziroma patogene glive (Qi in sod., 2019). Ko je bilo dokazano, da lahko patogene glive 
sprejmejo gostiteljeve sRNA, je bila razvita dodatna strategija obrambe rastlin pred 
patogeni, tako imenovano »s pršenjem inducirano utišanje genov« (ang. spray-induced 
sene silencing) (SIGS). Pršenje dsRNA konstruktov oziroma sRNA, katerih tarče so 
esencialni geni patogenov, na površine rastlin, se je izkazalo za učinkovit način zaščite 
rastlin pred glivami, ki je potencialno trajnosten in okoljsko sprejemljiv način obrambe 
rastlin (Wang and Jin, 2017). 
 
Po drugi strani pa so pri glivi Botrytis cincera (B. cinerea) Weiberg in sod. (2013) 
dokazali, da glivne sRNA potujejo v rastlino, kjer izkoristijo rastlinski mehanizem 
RNAi oziroma protein Argonavt, preko katerega utišajo rastlinske gene, udeležene v 
obrambne odzive, s čimer uspešneje okužijo rastline. Tarči ene izmed identificiranih 
glivnih efektorskih sRNA, ki se translocirajo v rastlinske celice, sta proteina, udeležena 
v signalni transdukciji ob rastlinskih imunskih odzivih (Weiberg in sod., 2013). Ob 
infekciji rastline so bile opažene nižje koncentracije transkriptov obeh rastlinskih genov, 
kar je bila posledica prisotnosti glivnih sRNA v gostiteljski rastlini (Wang in sod., 
2017). Podoben fenomen je bil identificiran tudi v glivi V. dahliae, ki je bližnji sorodnik 
glive V. nonalfalfae,  pri kateri so bili odkriti sRNA efektorji glive, ki so naloženi v 
protein AGO A. thaliana in katerih tarče so faktorji imunosti rastline (Wang in sod., 
2016). Obširna študija analize ekstracelularnih veziklov treh glivnih patogenov ter 
modelnega organizma Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) je identificirala frakcije 
sRNA in milRNA znotraj veziklov, kar je vodilo v hipotezo, da se signali RNAi 
prenašajo ujeti in zaščiteni v ekstracelularnih veziklih, ki se formirajo znotraj celic in se 
sprostijo v okolje (da Silva in sod., 2015; Wang in Dean, 2020). Z identifikacijo sRNA 
ali milRNA patogenov, katerih tarče se nahajajo v genomu gostitelja, lahko definiramo 
nove ravni virulence patogenov ter po drugi strani gene, ki so udeleženi v obrambo 
rastlin, kar bo omogočalo oblikovanje novejših strategij obrambe rastlin oziroma 
zatiranja škodljivcev na ravni mehanizma RNAi. 
 
2.4 RAZISKOVALNI PRISTOPI ZA ŠTUDIJE MEHANIZMA  
INTERFERENCE RNA 
 
2.4.1 Visoko zmogljivo sekvenciranje in bioinformacijska orodja za napoved 
miRNA in njihovih tarč 
 
Odkritja komponent mehanizma RNAi, novih sRNA in milRNA pri glivah korelirajo z 
razvojem in vpeljavo tehnologij določanja nukleotidnih zaporedij naslednje generacije 
(NGS) (Metzker, 2010). Pojem NGS opisuje visoko zmogljivo določanje zaporedij 
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milijonov kratkih fragmentov DNA/RNA sočasno oziroma paralelno, ki so generirani v 
obsežnih sekvenčnih knjižnicah. Ogromne količine pridobljenih zaporedij se v 
naslednjem koraku z obsežnimi bioinformacijskimi analizami poravna na referenčni 
genom in na ta način sestavi soseske, regije oziroma celotne kromosome in genome 
organizmov, v katerih je vsaka nukleotidna baza večkrat zastopana oziroma pokrita 
(Behjati in Tarpey, 2013). Določanje zaporedij NGS tipično zajema pripravo sekvenčne 
knjižnice iz izolirane DNA ali RNA, prepisane v cDNA, ki je označena s specifičnimi 
sekvenčnimi adapterji, ki omogočajo pomnoževanje posameznih fragmentov 
DNA/RNA v knjižnici. Posamezni vzorci so lahko dodatno označeni s specifičnimi 
barkodami, zaporedji, preko katerih lahko ločujemo med zaporedji različnih vzorcev v 
setu podatkov oziroma pridobljenih zaporedij (Kulski, 2016). Z vpeljavo visoko 
zmogljivih tehnologij NGS je danes mogoča identifikacija kratkih in manj zastopanih 
molekul RNA v vzorcih oziroma organizmih (Zhou in sod., 2012).  
 
Razvitih je bilo več različnih platform oziroma tehnologij določanja zaporedij NGS, 
med katerimi je največje povpraševanje in zanimanje po sistemu Illumina, ki temelji na 
dodajanju reverzibilnih fluorescentno označenih terminatorjev v reakcije vgradnje 
nukleotidov in ki velja za najuspešnejši sistem NGS z več kot 70 % deležem na trgu 
(Kulski, 2016). Tehnologija Ion Torrent, ki je platforma NGS, izbrana za določanje 
zaporedij sRNA glive V. nonalfalfae, omogoča določanje zaporedij do dolžine 200 nt, 
kjer se v procesu vgradnje posameznega nukleotida v verigo DNA sprosti vodikov 
proton, ki spremeni pH sekvenčne raztopine. Spremembo pH zazna detektor, ki jo 
pretvori v spremembo napetosti ob dodatku posameznega nukleotida. Posamezni 
fragmenti DNA/RNA so ligirani na sekvenčne kroglice, kjer se med pripravo sekvenčne 
knjižnice fragmente pomnoži. Kroglice s fragmenti so naložene na sekvenčni 
polprevodni čip, ki vsebuje milijone luknjic, kamor se razporedijo posamezne kroglice. 
Na dnu vsake luknjice je detektor, ki spremlja vgradnjo posameznih nukleotidov in na 
ta način se hkrati določa zaporedja milijonom fragmentov, ujetih na kroglicah v 
posameznih luknjicah na čipu (Ion Torrent, 2020). Prednosti uporabe tehnologije Ion 
Torrent in sekvenatorja Ion Proton so visoko število pridobljenih zaporedij (10-16 Gb), 
relativno dolga dolžina pridobljenih zaporedij (200 bp), nizka cena sekvenciranja, 
sekvenciranje je končano v nekaj urah ter 99 % natančnost sekvenciranja (Kulski, 
2016).  
 
S porastom količine podatkov o nukleotidnih zaporedij se je pojavila potreba po 
zmogljivih računalniških algoritmih za analizo podatkov in identifikacijo miRNA, zato 
se v zadnjih letih intenzivno razvijajo računalniški programi za napovedovanje sRNA in 
miRNA lokusov v genomu, kot so MIReNA (Mathelier in Carbone, 2010), miRDeep 
(Friedländer in sod., 2008), miR-PREFeR (Lei in Sun, 2014) in ShortStack (Axtell, 
2013), ter računalniški programi za napovedovanje njihovih tarč, kot je psRNATarget 
(Dai in Zhao, 2011). Algoritmom za napovedovanje miRNA v genomih je skupna 
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poravnava pridobljenih zaporedij sRNA na referenčni genom, običajno različna orodja 
uporabljajo algoritem »Bowtie« (Langmead in sod., 2009), ki omogoča izjemno hitro 
poravnavo kratkih zaporedij na referenco. Poravnavi sledi identifikacija in izrez regij 
prekurzorjev dolžine okoli 100 nt, ki so visoko pokriti z zaporedji sRNA. V naslednjem 
koraku se izrezane regije zvije v sekundarne strukture RNA z algoritmi, kot je RNAfold 
(Lorenz in sod., 2011), pri čemer algoritem izračuna minimalno prosto energijo zvitja 
strukture (MFE). Glede na parametre, kot so MFE, dolžino zrele miRNA v prekurzorju, 
številu neujemanj v dupleksu miRNA/miRNA* ter entropija 5´konca, se vsak prekurzor 
ovrednoti in algoritem izračuna tako imenovano oceno verjetnosti, da je prekurzor 
resnična lasnica miRNA (Bortolomeazzi in sod., 2019). Na ta način pridobimo nabor 
kandidatnih prekurzorjev miRNA z označenim položajem zrele miRNA znotraj 
prekurzorja ter pozicijo prekurzorja v referenčnem genomu.  
 
V študijah miRNA rastlin in tudi glivnih milRNA je pogosto kot orodje izbora za 
identifikacijo predpostavljenih tarč miRNA izbrano prostodostopno orodje »plant small 
RNA target analysis server« oziroma psRNATarget (Dai in Zhao, 2011), ki omogoča 
hitro identifikacijo genomskih regij, komplementarnih zaporedjem miRNA, ki so 
ovrednoteni glede na različne parametre, med katerimi je napomembnejši dostopnost 
tarčenga mesta mRNA, ki se določi glede na energijo, ki je potreba, da se odpre 
sekundarno strukturo mRNA okoli tarčnega mesta, da zaporedje postane dostopno za 
vezavo z miRNA. Algoritem napove tarčna mRNA mesta, za katera določi način 
utišanja gena, ki je lahko bodisi razrez mRNA ali pa inhibicija izražanja, če je v regiji 
»seed« med miRNA in tarčno mRNA prisotno neujemanje nukleotidov. Prav tako 
algoritem napove, ali ena miRNA tarčo utiša zgolj na enem ali več mestih v zaporedju 
tarče. Poravnava miRNA in tarčne mRNA je grafično prikazana, kar omogoča nadaljnje 
analize oziroma ročne preglede potencialno zanimivih tarč (Dai in Zhao, 2011). S 
pristopom NGS in omenjenimi bioinformacijskimi analizami podatkov so bile 
identificirane kandidatne milRNA ter njihove tarče pri vseh do sedaj raziskovanih 
glivah, ki so služile kot osnova za zasnovo študije sRNA glive V. nonalfalfae. 
 
2.4.2 Metode za potrjevanje izražanja miRNA 
 
Bioinfomacijski napovedi miRNA v klasičnih postopkih identifikacije sledi 
eksperimentalno potrjevanje njihovega izražanja v različnih organizmih ali tkivih. 
Detekcija in kvantifikacija miRNA pa je zahteven proces, omejen z naravo molekul 
miRNA, ki so definirane s kratko dolžino okoli 22 nt, kar otežuje dizajniranje 
konvencionalnih testov dvostopenjskega kvantitativnega PCR z obratnim prepisom 
(RT-qPCR) ter izdelavo hibridizacijskih sond. Detekcija je problematična tudi zaradi 
neenakomerne zastopanosti posameznih miRNA v različnih organizmih ali tkivih, saj 
lahko število miRNA variira od zgolj nekaj kopij do več tisoč kopij na celico. Prav tako 
imajo različne miRNA podobna zaporedja, ki se razlikujejo v zgolj nekaj nukleotidih, 
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zaradi česar je otežena izdelava specifičnih začetnih oligonukleotidov za pomnoževanje 
ali sond za detekcijo na mikromrežah (Chen in sod., 2011; Aldridge in Hadfield, 2012). 
Še en problem predstavlja dejstvo, da je tarčna sekvenca miRNA, ki jo želimo 
detektirati, prisotna tako v zaporedju prekurzorja kot tudi v zreli miRNA, kar je potrebo 
upoštevati pri izbiri metode potrjevanja ter pri zasnovi detekcijskih sond ali začetnih 
oligonukleotidov (Benes in Castoldi, 2010).  
 
Najpopularnejša metoda izbora za potrjevanje izražanja ali ekspresijske analize miRNA 
oziroma zlati standard je kvantitativni PCR, ki se prične z obratnim prepisom izoliranih 
RNA v komplementarne DNA (cDNA), kar pa je problematično zaradi kratke dolžine 
molekule miRNA. Najpogosteje uporabljena metoda za obratni prepis miRNA v cDNA 
poteka preko podaljševanja zaporedja miRNA z dodajanjem univerzalnega zaporedja, ki 
tvori lasnico oziroma »stem-loop«. Tovrstno zaporedje, ki vsebuje nekaj za miRNA 
specifičnih nukleotidov, ujame zrelo miRNA, ter jo prepiše v cDNA, pri čemer nastane 
okoli 70 bp dolg produkt, ki na eni strani vsebuje zaporedje miRNA. V naslednji stopnji 
analize izražanja se zaporedje pomnoži v reakciji qPCR, bodisi z uporabo pristopa 
TaqMan ali Sybr Green, v kateri se uporabi za miRNA zaporedje specifični začetni 
oligonukleotid ter univerzalni začetni oligonukleotid (Chen in sod., 2005; Kramer, 
2011). Omejitev uporabe metode RT-qPCR je predvsem v zagotavljanju specifičnosti 
pomnoževanja miRNA, saj je samo en uporabljen začetni oligonukleotid specifičen za 
določeno zaporedje miRNA, ki se od drugih lahko razlikuje v par nukleotidih, kar je 
potrebno upoštevati pri zasnovi začetnih oligonukleotidov. Z uporabo tehnologije 
TaqMan se večja specifičnost pomnoževanja doseže z uporabo sond, ki pokrijejo 
predele miRNA, ki niso pokriti z začetnim oligonukleotidom (Kramer, 2011).  
 
V zadnjem času pa se uveljavlja uporaba začetnih oligonukleotidov s tako imenovanimi 
»zaklenjenimi« nukleinskimi kislinami (LNA), ki so analogi nukleinskih kislin s 
spremenjeno ribozo (Grünweiler in Hartmann), kar zviša specifičnost ter stabilizira 
vezavo oligonukleotida s komplementarno sekvenco z zvišanjem temperature razpada 
(Tm) in temperature prileganja (Ta) nastalega dvoverižnega kompleksa. Občutljivost 
metod za detekcijo specifičnih miRNA se z uporabo začetnih oligonukleotidov ali sond 
z nukleotidi LNA zviša tudi do 10-krat (Vester in Wengel, 2004; Grünweiler in 
Hartmann, 2007).  
 
Uporaba mikromrež omogoča detekcijo ter kvantifikacijo več tisoč miRNA v eni 
analizi. Pri tem so na nosilce vezani oligonukleotidi DNA, ki lahko vsebujejo tudi 
nukleotide LNA za povečanje specifičnosti vezave sonde ter miRNA. V procesu 
detekcije miRNA se oligonukleotidi DNA ali sonde hibridizirajo oziroma vežejo s 
komplementarnimi miRNA. Vzorci RNA, ki vsebujejo miRNA, so označeni s 
fluorescentnimi barvili, kot je Cy3, ki se veže na 3' konec zrelih miRNA, kar omogoča 
detekcijo specifične miRNA v vzorcu (Thomson in sod., 2007). Prednost uporabe 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020  
24 
 
mikromrež je sočasna analiza več tisoč miRNA v vzorcih tkiv ali organizmov hkrati, kar 
je predvsem uporabno v primeru znanih miRNA, ki so biološki označevalci določenih 
bolezni ali stanj, pri čemer lahko ocenimo prostorsko in časovno aktivnost miRNA v 
bioloških poteh (Miska in sod., 2004). Učinkovitost uporabe mikromrež za detekcijo in 
kvantifikacijo je primerljiva z uporabo metode RT-qPCR (Ach in sod., 2008).  
 
Za potrjevanje prisotnosti specifičnih miRNA se v določeni meri še danes uporablja 
pristop ločevanja molekul RNA na denaturacijskih formamidnih gelih in prenos 
fragmentov na membrane oziroma analizo »Northern blot«, ki v naslednjem koraku 
vključuje hibridizacijo za miRNA specifičnih detekcijih sond na imobilizirane molekule 
RNA (Rio in sod., 2011). Odločitev o tem, ali izbrati tovrsten pristop za detekcijo 
miRNA, je odvisna od številnih dejavnikov. Za analizo so potrebne velike količine 
izolirane RNA, kar je lahko omejujoč dejavnik v določenih primerih. Prav tako je z 
analizo Northern blot otežena identifikacija številčno manj zastopanih miRNA, zradi 
česar se svetuje uporaba pristopov, kot je RT-qPCR (de la Rosa in Reyes, 2019).  
 
Detekcija miRNA, ki so aktivne v procesih utišanja, je mogoča tudi z izolacijo 
proteinov Argonavt z afinitetno kromatografijo ter analizo vezanih malih in miRNA 
(Hauptmann in sod., 2015). Za potrjevanje izražanja novih miRNA se kljub vsemu 
priporoča izbor metode RT-qPCR, ki je najbolj občutljiva, pa tudi cenovno dostopna ter 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 PRIPRAVA, VZDRŽEVANJE IN VZORČENJE KULTUR GLIVE 
VERTICILLIUM NONALFALFAE 
 
Manj virulentni ali blagi izolat Rec in visoko virulentni ali letalni izolat T2 glive V. 
nonalfalfae smo pridobili iz zbirke škodljivih organizmov Inštituta za hmeljarstvo in 
pivovarstvo Slovenije (IHPS). Glivne kulture obeh patotipov smo vzdrževali na trdnem 
1/2 Czapex Dox (CD) gojišču [16 g/L Czapex Dox (Duchefa, Nizozemska), 8 g/L agar 
(Duchefa)] pri 4 °C v temi. Za namene poskusa smo pridobili glivni material štirih tipov 
v vsaj treh bioloških ponovitvah: spore, trajni micelij, micelij, gojen v gojišču CD in 
micelij, gojen v ksilem simulirajočem gojišču (XSM) (Priloga A) (Neumann in 
Dobinson, 2003). 
 
3.1.1 Gojenje micelija 
 
Micelij glive smo gojili v dveh gojiščih, v tekočem 1/2 gojišču CD ter v tekočem 
gojišču XSM pri 27 °C v temi pri 120 rpm 6 dni. Po inkubaciji smo micelij pobrali s 
filtriranjem preko nuče z grobim filtrnim papirjem ter material zamrznili v tekočem 
dušiku in shranili na -80 °C. 
 
3.1.2 Pridobivanje spor 
 
Spore glive smo pridobili iz micelija, gojenega na trdnem 1/2 CD gojišču, na sobni 
temperaturi v temi. Po 10 dneh smo spore poželi v vodo, ki smo jo s centrifugiranjem 
odstranili ter material zamrznili v tekočem dušiku in shranili na -80 °C. 
 
3.1.3 Gojenje trajnega micelija 
 
Melanizirani trajni micelij glive smo pridobili z gojenjem glive na trdnem gojišču s 
češpljevim ekstraktom (PLYA) (Priloga B) (Verticillium albo-atrum and…, 2007) na 
4 °C po več mesečni inkubaciji. Rjavo obarvan trajni micelij smo pridobili z izrezom iz 
trdnega gojišča, ki smo ga nato zamrznili v tekočem dušiku in shranili na -80 °C. 
 
3.2 IZOLACIJA MOLEKUL RNA 
 
3.2.1 Izolacija malih molekul RNA 
 
Frakcijo molekul RNA, krajših od 200 nukleotidov, smo izolirali iz vseh štirih tipov 
glivnega materiala obeh patotipov s komercialnim kompletom mirVana™ miRNA 
Isolation Kit (Invitrogen™, ZDA). Uporabili smo približno 100 mg glivnega materiala, 
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ki smo ga predhodno strli v tekočem dušiku in z uporabo sterilnega kremenčevega 
peska (v primeru trajnega micelija). Materialu smo dodali 1 mL pufra za razbitje celic 
ter vzorce homogenizirali z dodatnim trenjem v terilnici. Lizat smo prenesli v 
mikrocentrifugirko ter izvedli organsko ekstrakcijo z dodatkom enake količine mešanice 
fenol-kloroform, kot je bil volumen pridobljenega lizata tkiva. Vzorce smo intenzivno 
premešali ter jih centrifugirali na 10 000 × g 5 min. Zgornjo fazo smo prenesli v nove 
mikrocentrifugirke. Po protokolu za obogatitev malih RNA smo vzorcem dodali 1/3 
volumna 100 % etanola ter suspenzijo prenesli na kolono s filtrom. Vzorce smo 
centrifugirali ter zbrali filtrat. V naslednjem koraku smo filtratu dodali 2/3 100 % 
etanola ter vzorce ponovno nanesli na nove kolone s filtrom. Male RNA se po 
centrifugiranju ujamejo v filtru. Sledila sta dva cikla spiranja z raztopinami za spiranje 
RNA. Nato smo kolone prenesli v nove mikrocentrifugirke ter RNA eluirali z dodatkom 
100 µL raztopine za elucijo RNA. Izolirane vzorce RNA z oznakami Rec_XSM, 
Rec_CD, Rec_spore, Rec_trajni ter T2_XSM, T2_CD, T2_spore in T2_trajni smo za 
nadaljnje delo shranili na -80 °C. 
 
3.2.2 Izolacija celokupnih molekul RNA 
 
Za izolacijo celokupnih molekul RNA iz vseh štirih tipov glivnega materiala obeh 
patotipov v treh bioloških ponovitvah, smo uporabili komercialni komplet Spectrum™ 
Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, ZDA). Uporabili smo približno 150 mg glivnega 
materiala, ki smo ga prehodno strli v tekočem dušiku. Trajni micelij smo strli s 
homogenizatorjem Star-Beater (VWR, Združeno kraljestvo) ob dodatku steklenih 
kroglic Glass beads (Sigma-Aldrich). Homogeniziranim vzorcem smo dodali 500 µL 
pufra za razbitje celic z dodanim reducentom beta-merkaptoetanol. Vzorce smo 
intenzivno premešali ter jih inkubirali na 56 °C. Suspenzijo smo prenesli na kolono z 
modrim filtrom, ki ujame večje delce in nečistoče. Nato smo vzorce centrifugirali na 
najvišji hitrosti namizne centrifuge 3 minute. Filtratu smo dodali 700 µL  pufra za 
vezavo RNA, jih premešali ter prenesli na kolono z rdečim filtrom, ki ujame RNA. Po 
centrifugiranju smo kolone prenesli v nove mikrocentrifugirke ter jih očistili z 
raztopinami za spiranje. Po zadnjem spiranju in centrifugiranju smo kolone prenesli v 
nove mikrocentrifugirke ter na filter nanesli po 50 µL raztopine za elucijo RNA. Kolone 
smo centrifugirali na najvišji hitrosti centrifuge 1 minuto ter v eluatu pridobili 
celokupno RNA. Med izolacijo smo izvedli razgradnjo DNA s komercialnim 
kompletom On-Column DNase I Digestion Set (Sigma-Aldrich), po navodilih 
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3.2.3 Določanje koncentracije in kakovosti izolirane RNA 
 
3.2.3.1 Merjenje koncentracije RNA s fluorometrom 
 
Fluorometer Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) omogoča hitro in natančno 
kvantifikacijo molekul DNA, RNA in kratkih molekul RNA velikosti od 17 do 25 
nukleotidov z uporabo priloženih komercialnih kompletov za izvedbo meritev. Za 
merjenje koncentracije kratkih RNA smo uporabili komercialni komplet Qubit 
microRNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), po navodilih proizvajalca. 
 
3.2.3.2 Analiza vzorcev RNA z napravo Agilent Bioanalyzer 
 
Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent, ZDA) omogoča kvantitativno analizo molekul 
DNA, RNA, kratkih RNA in proteinov ter določitev kakovosti molekul RNA preko 
ocene vrednosti RIN (ang. RNA Integrity Number). Vrednost RIN poda razmerje med 
količino RNA podenote ribosoma 25S in podenote 18S, kjer vrednost nad 8 predstavlja 
zadosti kakovosten vzorec nerazgrajene RNA, ki je primeren za nadaljnjo analizo. 
Celokupne molekule RNA smo analizirali s kompletom Agilent RNA 6000 Nano Kit 
(Agilent) ter male molekule RNA s kompletom Agilent Small RNA Kit (Agilent), po 
priloženem protokolu. 
 
3.3 IDENTIFIKACIJA KOMPONENT RNAi V GENOMU GLIVE Verticillium 
nonalfalfae 
 
3.3.1 Uporabljeni podatki 
 
V procesu identifikacije ključnih komponent mehanizma RNAi, to so proteini DCL, 
AGO ter RdRP, smo uporabili zaporedje referenčnega genoma visoko virulentnega 
izolata T2 glive V. nonalfalfae ter anotirana zaporedja genskih modelov, ki so bili 
postavljeni v preteklih raziskavah (Jakše in sod., 2018). Dodatno smo uporabili 
sekvenčne podatke tipa WGS (ang. whole genome shutgun) petih izolatov glive V. 
nonalfalfae iz treh geografskih področij: visoko virulentna izolata P55 (Nemčija, SRA 
pristopna številka SRR2013835) in 1985 (Anglija, SRR2013963) ter manj virulentni 
izolati Rec (Slovenija, SRR2012749 in SRR2018748), P15 (Nemčija, SRR2013806) ter 
1953 (Anglija, SRR2013836). Prav tako smo uporabili podatke sekvenciranja RNA 
(RNA-seq) izolata T2 in Rec, ki so dostopni v našem laboratoriju v treh bioloških 
ponovitvah in preko SRA podatkovne zbirke (SRX1020629 in SRX1020679). Za 
iskanje homologov smo uporabili proteinska zaporedja  DCL, AGO, RdRP izbranih 
rastlinam patogenih gliv (Priloga C), ki so prosto dostopna v podatkovni zbirki 
UniProtKB (https://www.uniprot.org/).  
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Zaporedja smo pridobili z naprednim iskanjem v brskalniku na spletni strani UniProt, 
kjer smo izbrali iskanje po taksonu »Fungi« in imenu glive ter iskanje po imenu 
oziroma opisu proteinov: »argonaute«, »ago«, »qde-2«, »dicer«, »dicer-like«, »dcl«, 
»rdrp« in »qde-1«. Zaporedja smo v obliki datoteke FASTA prenesli na lokalni strežnik. 
 
3.3.2 Analiza TBLASTN in ročno urejanje izbranih genskih modelov 
 
Identifikacijo homologov smo izvedli s programskim paketom CLC, kamor smo uvozili 
pridobljena proteinska zaporedja. Izbrali smo vtičnik »BLAST«, ki v pojavnem oknu 
omogoča izbiro zaporedij, ki jih želimo poravnati na tarčo. V našem primeru smo izbrali 
aminokislinska zaporedja posamezne skupine proteinov. V naslednjem zavihku smo 
izbrali algoritem TBLASTN, ki omogoča poravnavo proteinskih zaporedij na prevedeno 
nukleotidno zaporedje reference oziroma tarče. Kot tarčo smo izbrali anotiran genom 
glive V. nonalfalfae. Po izvedbi algoritma smo pridobili rezultate v obliki izpisa 
celotnega zaporedja posameznega kromosoma glive z anotiranimi genskimi modeli ter 
prikaz poravnave proteinskih zaporedij na kromosomu. Ročno smo pregledali vse 
poravnave na kromosomih ter za nadaljnjo analizo izbrali kromosome z vrednostjo E = 
0 ter čim večjim deležem HSP (ang. high-scoring segment pairs), ki so definirani kot 
lokalne poravnave brez vrzeli z najvišjimi vrednostmi poravnave (Fassler in Cooper, 
2011). V zaporedju kromosoma smo iskali mesta poravnave proteinskih zaporedij na 
genske modele in izbrali tiste, kamor se poravna večje število proteinskih zaporedij po 
celotni dolžini genskega modela. 
 
3.3.2.1 Ročno urejanje genskih modelov 
 
Na izbrana zaporedja genskih modelov DCL, AGO in RdRP, ki vsebujejo tudi 
zaporedja intronov, smo v orodju CLC mapirali podatke RNA-seq izolatov T2 in Rec. 
Izbrali smo vtičnik »Large Gap Read Mapping«, ki omogoča poravnavo zaporedij na 
referenco, ob tem pa dovoljuje večje vrzeli neujemanja (CLC Genomics …, 2020). V 
pojavnem oknu smo izbrali zaporedja RNA-seq ter kot referenco posamezen izbrani 
genski model. S privzetimi parametri smo izvedli analizo in pridobili izpis v obliki 
zaporedja reference, ki predstavlja genski model ter poravnana zaporedja RNA-seq. 
Zaporedje smo ročno pregledali in definirali kodona START (ATG) in STOP (TAG). 
Nato smo v vrzelih znotraj poravnave po pravilu GT-AG definirali začetek in konec 
introna in sestavili kodirajoče zaporedje brez intronov. V spletni brskalnik ORFfinder 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) smo uvozili sestavljeno zaporedje ter ga 
prevedli v proteinsko zaporedje. Postopek smo večkrat ponovili, da smo pridobili 
popolno kodirajoče zaporedje, zaporedje gena z introni ter aminokislino zaporedje za 
posamezen genski model. 
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3.3.3 Karakterizacija ohranjenih funkcionalnih domen 
 
Prevedena celotna aminokislinska zaporedja smo uvozili v spletne brskalnike za 
napovedovanje ohranjenih proteinskih domen in sicer Conserved Domain Datababe 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml), Pfam (https://pfam.xfam.org/) 
(različica 31.0) in SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/). Znotraj zaporedij smo 
iskali ohranjene domene, tipične za proteine RNAi (Nicolas in Garre, 2016): za proteine 
AGO  domene ArgoN (PF16486), PAZ (PF02170) in PIWI (PF02171); za proteine 
DCL domene DExD (PF00270), Helicase_C (PF00271), in RIBOc III (PF00636); za 
proteine RdRP domeno RNA-dependent RNA polymerase domain (PF05183). 
Rezultate smo zbrali v obliki tabele s koordinatami domen ter v slikovni datoteki z 
izrisom ohranjenih domen za posamezen genski model. 
 
3.3.4 Analiza polimorfizmov v genih RNAi 
 
Identificirana genska zaporedja komponent RNAi glive V. nonalfalfae smo uporabili za 
analizo polimorfizmov v zaporedjih genov s programskim paketom CLC. V prvem 
koraku smo na identificirane genske modele RNAi mapirali sekvenčne podatke WGS za 
šest izolatov glive V. nonalfalfe. V naslednjem koraku smo izbrali vtičnik »Basic 
Variant Detection«, kamor smo uvozili rezultate posameznih mapiranj. S privzetimi 
pogoji smo izvedli analizo ter pridobili rezultate v obliki tabele z izpisom 
polimorfizmov. Iskali smo homozigotne polimorfizme znotraj posameznih genskih 
modelov. 
 
3.3.5 Potrjevanje izražanja identificiranih komponent RNAi glive Verticillium 
nonalfalfae 
 
Izražanje genov AGO, DCL in RdRP glive V. nonalfalfae smo analizirali z RT-qPCR v 
izolatih Rec in T2, kjer smo določili tudi relativno stopnjo izražanja posameznega gena 
v primerjavi s kontrolnim vzorcem preko izračuna vrednosti dela-delta-Cq (ΔΔCq) po 
modelu Pfaffl (2001). Prav tako smo analizirali relativne ravni izražanja genov v dveh 
kultivarjih hmelja, okuženih z visoko virulentnim izolatom glive V. nonalfalfae T2.  
Specifične začetne oligonukleotide za vsak identificiran gen RNAi smo oblikovali z 
orodjem Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (različica 0.4.0) ter s programskim 
paketom Primer Express 3.0 (Applied Biosystems™). V prosto dostopno orodje 
Primer3 ali Primer Express smo naložili kodirajoče zaporedje posameznega 
identificiranega gena RNAi glive V. nonalfalfae. Pri tem smo se omejili na iskanje 
začetnih oligonukleotidov v regijah, ki so specifične za vsak posamezen gen in se ne 
ponovijo v ostalih genih RNAi, kar smo analizirali z analizo BLAST oziroma 
medsebojno poravnavo genov RNAi ter z analizo BLAST proti celotnemu genomu 
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glive V. nonalfalfae v programu CLC. S privzetimi parametri ter omejeno dolžino 
produkta PCR med 100 in 200 bp smo za vsak gen izdelali po dva oziroma tri pare 
začetnih oligonukleotidov, ki smo jih preverili s spletnim orodjem OligoAnalyzer. S 
preliminarnim qPCR smo z analizo učinkovitosti, talilnih krivulj ter ponovljivosti med 
tehničnimi ponovitvami določili, kateri izmed izdelanih parov začetnih 
oligonukleotidov je najprimernejši za pomnoževanje posameznega gena. Po en par 
najboljših začetnih oligonukleotidov za vsak gen smo uporabili v reakcijah qPCR na 
treh bioloških ponovitvah (Priloga D). 
 
3.3.5.1 Relativna kvantifikacija genov RNAi v vzorcih glive 
 
Za analizo izražanja genov RNAi v glivi smo, v treh bioloških ponovitvah, s 
komercialnim kompletom High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems™) obratno prepisali izolirano celokupno RNA iz micelija, gojenega v 
gojišču XSM, iz spor ter iz micelija, gojenega v gojišču CD, po navodilih proizvajalca. 
Nato smo združili enake deleže cDNA obeh izolatov za vsak tip tkiva in pripravili 
serijske redčitve za faktor 5 (1 µL cDNA + 4 µL vode)  združene cDNA. Združene 
redčene vzorce cDNA smo uporabili v preliminarni analizi qPCR za določitev 
učinkovitosti reakcije in začetnih oligonukleotidov ter za določitev optimalne redčitve 
vzorca, prav tako pa smo preverili tudi talilne krivulje pomnoženih vzorcev z analizo 
»melt curve«. V reakciji qPCR (Preglednica 2) smo uporabili reagent Fast SYBR™ 
Green Master Mix (Applied Biosystems™) ter 300 nM levega in desnega začetnega 
oligonukleotida, pripravljena v založni raztopini s koncentracijo 10 µM. Na plošči za 96 
reakcij PCR (MicroAmp Optical PCR plate, Applied Biosystems
TM
) smo vsak vzorec 
analizirali v treh tehničnih ponovitvah. Kvantitativni PCR smo izvedli na napravi 7500 
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems
TM
) s pripadajočim programskim 
paketom 7500 Software (različica 2.0.4) (Applied Biosystems™). Vzorce smo 
pomnoževali po protokolu: 95 °C 20 s; sledilo je 40 ciklov na 95 °C 3 s in 60 °C 30 s. 
 
Preglednica 2: Reagenti, uporabljeni v 10 µL reakciji qPCR 




Voda brez nukleaz 2,4 
Fast SYBR Green master mix 5 
Levi začetni oligonukleotid 0,3 
Desni začetni oligonukleotid 0,3 
cDNA  2 
Skupaj 22 
 
Sočasno smo, pod enakimi pogoji za RT-qPCR, analizirali izražanje dveh referenčnih 
genov glive V. nonalfalfe, Vna8.801 (splicing faktor 3a2) ter VnaUn.148 
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(topoizomeraza DNA), ki sta bila v preteklih študijah določena kot optimalna referenčna 
standarda za analizo izražanja glivnih genov (Marton in sod., 2018).  
 
Po preliminarni analizi qPCR smo določili optimalno koncentracijo cDNA ter par 
začetnih oligonukleotidov (Priloga D), ki smo jih uporabili v nadaljnjih reakcijah qPCR 
na posameznih vzorcih cDNA iz vseh tkiv obeh patotipov glive V. nonalfalfae. Po 
izvedbi reakcij qPCR za vsak gen v vsakem tkivu v obeh patotipih ter za tri biološke 
ponovitve smo izračunali relativno stopnjo izražanja (ang. fold change). Izražanje genov 
v posameznih vzorcih smo normalizirali glede na povprečno izražanje obeh referenčnih 
genov (dCq). Vrednost ddCq smo izračunali kot razliko med vrednostjo dCq ter 
povprečjem vseh dCq vrednosti visoko virulentnega ali manj virulentnega patotipa. 
Nato smo izračunali relativno stopnjo izražanja po enačbi 2
ΔΔCq
. Relativno izražanje 
smo normalizirali glede na izražanje v miceliju, gojenem v CD, ki je služil kot kontrolni 
vzorec v analizi relativne kvantifikacije. V datoteki Excel smo izdelali grafikone, ki 
prikazujejo relativno stopnjo izražanja posameznega gena v določenem tkivu in patotipu 
glive V. nonalfalfae ter pripadajoče standardne odklone za vsak vzorec. Statistično 
značilnost vzorcev izražanja genov smo testirali z analizo varianc oziroma testom 
ANOVA pri vrednosti P < 0,05. 
 
3.3.5.2 Relativna kvantifikacija genov RNAi v vzorcih hmelja 
 
Izražanje genov RNAi glive V. nonalfalfae in planta smo preverili v vzorcih dveh 
kultivarjev hmelja, občutljivega kultivarja Celeia ter odpornega kultivarja Wye Target, 
okuženih z visoko virulentnim izolatom T2. Glede na določene najvišje količine glive v 
hmelju po okužbi (neobjavljeno), smo za nadaljnjo analizo zbrali vzorce korenin prvi 
dan po inokulaciji hmelja za oba patotipa ter stebel 15 dni po inokulaciji za odporni 
kultivar in 30 dni po inokulaciji za občutljivi kultivar, v treh bioloških ponovitvah. 
Izolacijo RNA smo izvedli s komercialnim kompletom Spectrum™ Plant Total RNA 
Kit, kot je opisano v poglavju 3.2.2. Izolirano RNA smo v cDNA obratno prepisali s 
komercialnim kompletom GoScript™ Reverse Transcription System (Promega), kjer 
smo uporabili po 2000 ng RNA v 20 µL reakcije obratnega prepisa. Po 1 µL vzorcev 
neredčene cDNA smo uporabili v reakciji qPCR in izračunali relativno stopnjo izražanja 
genov, kot je opisano v 3.3.5.1. Izražanje smo normalizirali glede na izražanje v 
miceliju visoko virulentnega izolata T2, gojenjem v gojišču CD, pri čemer smo 
upoštevali tudi faktor kolonizacije, ki smo ga izračunali kot razliko med najvišjo 
vrednostjo Cq, ki pomeni najnižjo količino glive v hmelju ter Cq vsakega posameznega 
vzorca. Rezultate smo prikazali v obliki grafikona izražanja vsakega gena v koreninah 
in steblih občutljivega in odpornega kultivarja s pripadajočimi standardnimi odkloni ter 
statistično značilnostjo razlik v izražanju, izračunano s testom ANOVA pri vrednosti P 
< 0,05. 
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3.4 FILOGENETSKA ANALIZA OHRANJENOSTI KOMPONENT RNAi 
 
V filogenetski analizi smo uporabili proteinska zaporedja identificiranih komponent 
RNAi glive V. nonalfalfae ter proteinska zaporedja AGO, DCL in RdRP izbranih vrst 
askomicetnih rastlinam patogenih gliv (Priloga C), skupno 20 glivnih vrst, vključno z 
dvema predstavnikoma bazidiomicet. S programskim paketom CLC smo izvedli 
multiplo poravnavo proteinskih zaporedij z algoritmom MUSCLE (Edgar, 2004), 
ločeno za vsako izmed skupin proteinov. Nato smo v naslednjem koraku ročno uredili 
poravnana zaporedja, pri čemer smo izrezali dele poravnave, ki so vsebovali vrzeli v 
skupni regiji. Nato smo, prav tako v programu CLC, izvedli filogenetsko analizo po 
metodi največjega verjetja (ang. maximum likelihood) (Whelan in Goldman, 2001) ter 
izdelali filogenetsko drevo tipa »neighbour-joining«, pri čemer smo zanesljivost 
izdelanih dreves preverili z metodo vezenja (ang. bootstrap) s 1000 ponovitvami. 
Sočasno smo izvedli tudi analizo poravnave parov zaporedij (ang. pairwise analysis) za 
vsako izmed skupin proteinov za določanje stopnje podobnosti aminokislinskih 
zaporedij. Filogenetska drevesa smo vizualizirali s programskim paketom MEGA. 
 
3.5 DOLOČANJE ZAPOREDIJ MALIH MOLEKUL RNA Z NGS SISTEMOM       
ION PROTON 
 
V okviru študije smo določili zaporedja izoliranih kratkih RNA iz štirih tipov glivnega 
materiala manj virulentnega izolata Rec in visoko virulentnega izolata T2 z uporabo 
NGS platforme Ion Proton
TM
 proizvajalca Thermo Fisher Scientific. Sekvenciranje s 
sistemom Ion Proton zajema izdelavo sekvenčne knjižnice cDNA iz izoliranih molekul 
RNA, pripravo sekvenčne matrice z nanosom na sekvenčni čip, sekvenciranje po 
tehnologiji Ion Torrent (Ion Torrent, 2020) ter analizo surovih podatkov za določitev 
uspešnosti sekvenciranja. 
 
3.5.1 Določanje vsebnosti miRNA 
 
Prvi korak, ki omogoča izdelavo sekvenčne knjižnice, je določanje vsebnosti molekul 
miRNA v vzorcih izoliranih malih RNA. Po navodilih proizvajalca sistema Ion Proton 
smo opravili analizo kratkih RNA s sistemom Agilent Bioanalyzer 2100, kjer smo 
pridobili podatek o koncentraciji malih RNA, podatek o koncentraciji miRNA z analizo 
regije od 10 do 40 nt ter podatek o deležu miRNA v vzorcih. Za pripravo sekvenčne 
knjižnice cDNA smo potrebovali od 1 do 100 ng miRNA v 3 µL vzorca, zato smo po 
analizi vsebnosti miRNA vzorca Rec_trajni ter T2_trajni naknadno koncentrirali s 
centrifugalnim koncentratorjem Concentrator plus v vakuumu pri 37 °C (Eppendrof, 
Nemčija). 
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3.5.2 Izdelava sekvenčne knjižnice cDNA 
 
Sekvenčne knjižnice izoliranih malih RNA smo izdelali s komercialnim kompletom Ion 
Total RNA Seq Kit v2 (Thermo Fisher Scientific), kompatibilnim s sistemom Ion 
Proton, po protokolu proizvajalca, ki zajema vezavo adapterjev na kratke fragmente 
RNA, obratni prepis RNA v cDNA, čiščenje cDNA z magnetnimi kroglicami, 
pomnoževanje in dodajanje zaporedij označevalnih barkod različnim vzorcem cDNA, 
analizo dolžin prepisanih cDNA  z napravo Agilent Bioanalyzer 2100, redčenje knjižnic 
cDNA na ustrezne koncentracije (100 pM) za pripravo sekvenčne matrice ter 
združevanje z barkodami označenih knjižnic cDNA za simultano sekvenciranje več 
vzorcev. Skupno smo izdelali dve združeni sekvenčni knjižnici cDNA, knjižnico Rec, ki 
je zajemala vzorce cDNA: Rec_XSM, Rec_CD, Rec_spore in Rec_trajni, označene z 
barkodami IonXpressRNA_001, IonXpressRNA_003, IonXpressRNA_005 ter 
IonXpressRNA_007; ter knjižnico T2, ki je zajemala vzorce cDNA: T2_XSM, T2_CD, 
T2_spore in T2_trajni, označene z barkodami IonXpressRNA_002, 
IonXpressRNA_004, IonXpressRNA_006 ter IonXpressRNA_008. 
 
3.5.3 Izdelava sekvenčne matrice 
 
Sekvenčni matrici Rec (združene vse štiri knjižnice Rec) in T2 (združene vse štiri 
knjižnice T2) smo pomnožili s sistemom Ion OneTouch
TM
 2 System (Thermo Fisher 
Scientific) ter komercialnim kompletom Ion PI
TM
 Template OT2 200 Kit v3 (Thermo 
Fisher Scientific). Protokol omogoča vezavo fragmentov cDNA na sekvenčne kroglice 
(nizka koncentracija cDNA zagotavlja vezavo enega fragmenta cDNA na eno kroglico 
in s tem majhen delež kroglic s poliklonskimi zaporedji DNA) in pomnoževanje 
posameznega fragmenta cDNA na kroglici v reakciji PCR. Po namestitvi naprave Ion 
OneTouch
TM
 2 Instrument (Thermo Fisher Scientific) smo pripravili 11 pM redčitvi 
knjižnice Rec in knjižnice T2, ki smo ju uporabili za pripravo sekvenčnih matric. 
Vezavi in pomnoževanju cDNA na kroglicah je sledila obogatitev matrice s kroglicami, 
ki so imele pomnožen fragment, z napravo Ion OneTouch
TM
 ES (Thermo Fisher 
Scientific) po navodilu proizvajalca z uporabo magnetnih delcev. S fluorometrom Qubit 
ter komercialnim kompletom Ion Sphere
TM
 Quality Control assay (Thermo Fisher 
Scientific) smo izvedli kontrolo kakovosti matrice, kjer smo preverili delež kroglic, ki 
imajo vezane fragmente cDNA. 
 
3.5.4 Sekvenciranje z napravo Ion Proton 
 
V prvem koraku smo s programskim paketom Torrent Suite
TM
 (Thermo Fisher 
Scientific) ustvarili načrt sekvenciranja, kjer smo se odločili za protokol dveh 
zaporednih sekvenciranj (obeh sekvenčnih matric) z eno inicializacijo, ki omogoča 
učinkovitejšo izrabo sekvenčnih reagentov. Nujno smo morali označiti uporabljene 
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barkode za posamezne vzorce, ki nam bodo v koraku analize surovih rezultatov 
omogočale ločitev nukleotidnih zaporedij posameznega vzorca. Naslednji korak 
sekvenciranja je namestitev in inicializacija sekvenatorja Ion Proton, ki zajema čiščenje 
sekvenatorja ter dodajanje svežih reagentov komercialnega kompleta Ion PI™ 
Sequencing 200 Kit v3 (nukleotidi in raztopine za spiranje) (Thermo Fisher Scientific). 
Sledila je priprava in nalaganje matric na pol-prevodni sekvenčni čip Ion PI
TM
 Chip v2 
(Thermo Fisher Scientific). Pripravili smo dva sekvenčna čipa, čip z oznako Rec, ter čip 
z oznako T2, za obe pripravljeni matrici. Čip Rec smo nato vstavili na ustrezno mesto v 
sekvenatorju ter izbrali začetek sekvenciranja. Po preteku prvega zagona smo v 
sekvenator vstavili drugi čip T2 ter nadaljevali s sekvenciranjem po protokolu dveh 
zaporednjih sekvenciranj z eno inicializacijo. 
 
3.5.5 Analiza surovih podatkov 
 
Prva raven analize surovih podatkov smo izvedli s programskim paketom Torrent Suite 
(verzija 4.4.3), kjer smo z izbiro »Reanalysis« odstranili sekvence barkod ter sekvence 
adapterjev in pridobili informacije o uspešnosti sekvenciranja na posameznem čipu. 
Prav tako smo izvedli osnovne analize kakovosti in količine pridobljenih nukleotidnih 
zaporedij posameznega vzorca. Surove sekvenčne podatke oziroma nukleotidna 
zaporedja posameznih vzorcev smo izvozili v datoteki UBAM (ang. unaligned BAM) 
na lokalni strežnik, kjer smo opravili nadaljnje analize ter napoved molekul milRNA. 
Surove sekvenčne podatke smo predložili podatkovni zbirki Sequence Read Archive 
(SRA) v sklopu inštitucije NCBI (Kodama in sod., 2011). 
 
3.6 BIOINFORMACIJSKA ANALIZA IN NAPOVED milRNA 
 
3.6.1 Uporabljena strojna oprema 
 
Podatke smo analizirali na strežniku Linux z Red Hat Enterprise operacijskim sistemom 
Tikanga 5.11, z dvema procesorjema Intel(R) Xeon(R) X5650 (2.67 GHz) z 48 GB 
delovnega spomina in z diskom velikosti 18 TB. Dodatno smo za analize uporabljali 
virtualni strežnik Linux z Ubuntu operacijskim sistemom Lucid 10.04.4 LTS, s 
procesorjem Intel(R) Xeon(R) E5-2650 (2.00 GHz) s 30 GB delovnega spomina in 
diskom velikosti 1 TB, ki so nam ga prijazno dali v uporabo kolegi iz Fakultete za 
računalništvo in informatiko, Univerze v Ljubljani. 
 
3.6.2 Uporabljena programska oprema 
 
Za namene analiz smo uporabljali na lokalni strežnik nameščene programske pakete: 
bedtools (različica 2.24.0), FASTX-toolkit (različica 0.7), Infernal (različica 1.1) 
(Nawrocki in Eddy, 2013), FastQC (različica 0.11.2), ShortStack (različica 0.1.0) 
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(Axtell, 2013), miRDeep2 (Friedländer in sod., 2012), miR-PREFeR (Lei in Sun, 2014), 
MIReNA (Mathelier in Carbone, 2010), CLC Genomics Workbench (CLC) (različica 
12.0.2) (Qiagen, Nemčija), CodonCode Aligner (različica 6.0.2) (CodonCode 
Corporation, ZDA), Repeat Masker (različica 4.0) (Smit in sod., 2013), MEGA 
(različica 10.0.5) ter programski paket R (različica 3.5.3). 
 
3.6.3 Analiza kakovosti surovih sekvenčnih podatkov 
 
V prvem koraku analize smo preverili parametre kakovosti pridobljenih sekvenčnih 
podatkov. Podatke smo najprej pretvorili v datoteke FASTQ (.fq) ter FASTA (.fasta) z 
ukazoma: a) bamtofastx; b) fastq_to_fasta, pri čemer smo odstranili vsa 
zaporedja s Phred vrednostjo kakovosti nižjo od 33. Nato smo z ukazom fastqc 
preverili kakovost nukleotidnih zaporedij za vseh osem setov sekvenčnih podatkov. 
Pridobili smo rezultate v obliki hipertekstovne datoteke (HTML) »fastqc_report«, 
tekstovni datoteki »summary« in »fastqc_data« ter slikovne datoteke formata .PNG.  
V naslednjem koraku smo z ukazom cat združili vsa nukleotidna zaporedja vzorcev 
Rec ter vsa zaporedja vzorcev T2 v dve skupni datoteki Rec.all.fasta in Rec.all.fq ter 
T2.all.fasta in T2.all.fq za potrebe nadaljnjih analiz.  
Z ukazom fastx_collapser iz programskega paketa FASTX-toolkit smo združili 
vsa enaka zaporedja za posamezne podatkovne sete ter za seta Rec_all.fasta in 
T2.all.fasta. S tem smo pridobili zapise vseh unikatnih zaporedij v podatkovnih setih. 
Datoteke smo poimenovali po posameznem vzorcu  ter dodali končnico .collaps. 
Datoteke unikatnih zaporedij smo nadaljnje uporabili pri napovedovanju prekurzorjev 
milRNA.  
V zadnjem koraku analize surovih sekvenčnih podatkov smo s skripto 
count_fasta.pl prešteli vsa zaporedja posameznih dolžin surovih sekvenčnih 
podatkov ter vseh unikatnih zaporedij za vseh osem vzorcev oziroma podatkovnih 
setov. Rezultate smo tabelarno in grafično prikazali z orodjem Excel. 
 
3.6.4 Analiza vsebnosti tRNA/rRNA/sn-snoRNA  
 
Podatkovna baza Rfam (različica 14.1) (Griffiths-Jones in sod., 2003) vsebuje podatke o 
družinah oziroma skupinah molekul RNA, ki v trenutni različici vsebuje preko 2500 
družin molekul RNA, ki obsegajo nekodirajoče RNA, regulatorne elemente ter samo-
izrezujoče RNA. Primerjali in poravnati smo naše sekvenčne podatke malih RNA s 
podatkovno bazo Rfam, da bi ugotovili delež molekul tRNA, rRNA in sn-snoRNA, ki 
se jih v postopkih analiz in napovedi kratkih RNA ter miRNA izvzame iz podatkovnih 
setov (Zhou in sod., 2012a; Zhou in sod., 2012b; Chen in sod., 2014; Liu in sod., 2016). 
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Za primerjavo s podatkovno bazo Rfam smo uporabili lastno izdelano skripto 
skripta_RFAM12.sh (Priloga D), ki preko ukaza cmsearch paketa Infernal 
poišče homologe naših nukleotidnih zaporedij v podatkovni bazi. V naslednjem koraku 
smo prešteli vsa zaporedja, ki ustrezajo skupinam rRNA, tRNA ter sn-snoRNA. 
Uporabili smo lastno izdelano skripto skripta2.bash, ki preko seznama vseh 
rRNA/tRNA/sn-snoRNA iz podatkovne baze Rfam prešteje število homologov v naših 
podatkovnih setih (Priloga E). Podatke o številu rRNA/tRNA/sn-snoRNA smo 
tabelarno in grafično predstavili z orodjem Excel. 
 
3.6.5 Napoved molekul milRNA 
 
3.6.5.1 Programski paket ShortStack 
 
Prosto dostopni programski paket ShortStack omogoča poravnave zaporedij malih RNA 
na referenčna zaporedja ter anotacijo in kvantifikacijo genov oziroma odsekov genoma, 
ki so izvor malih RNA, vključno z molekulami miRNA (Axtell, 2013). Programski 
paket smo namestili na lokalni strežnik ter s privzetimi nastavitvami pognali prvo 
analizo kratkih RNA. Uporabili smo združena podatkovna seta fastq Rec_all.fq in 
T2_all.fq ter referenčni genom visoko virulentnega izolata glive V. nonalfalfae z 
anotiranimi genskimi modeli, dostopen v našem laboratoriju (Jakše in sod., 2018). 
Program ShortStack smo izvedli s sledečim ukazom s privzetimi parametri (primer na 
podatkovnem setu Rec_all): 
./ShortStack --genomefile vert2.fasta --outdir Rec_all --
readfile Rec_all.fq --bowtie_cores 8  
Dodatno smo program izvedli tudi z dvema dodanima pogojema, definiranima kot 
»dicermin« ter »dicermax«, s katerima smo omejili dolžine zrelih milRNA med 
vrednostma dicermin 15 in dicermax 40 (primer na podatkovnem setu Rec_all): 
./ShortStack -- genomefile vert2.fasta--outdir 
Rec_all_dicerminmax --readfile Rec_all.fq --bowtie_cores 8 
--dicermin 15 --dicermax 40 
 
Po izvedbi algoritma tudi na osmih ločenih podatkovnih setih (Rec_XSM, Rec_CD, 
Rec_spore, Rec_trajni, T2_XSM, T2_CD, T2_spore in T2_trajni) smo pridobili 
rezultate v obliki tekstovnih datotek Results.txt za vsak podatkovni set ter združena 
podatkovna seta Rec_all in T2_all, ki smo jih uvozili v orodje Excel, da smo dobili 
tabelarični prikaz za nadaljnjo analizo rezultatov. Iskali smo zaporedja s specifičnim 
identifikatorjem Y, ki opredeli, ali ima zaporedje značilnosti miRNA in se lahko 
obravnava kot miRNA; prav tako smo iskali zaporedja z identifikatorjem N15, ki 
opredeli zaporedje kot potencialno miRNA, saj je med izvedbo programa zaporedje 
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prestalo vse ravni algoritma, ni pa bila prisotna komplementarna sekvenca miRNA, to je 
miRNA* (Axtell, 2013). 
 
3.6.5.2 Programski paket miRDeep2 
 
Prosto dostopen programski paket miRDeep2, ki je izboljšana različica osnovnega 
algoritma miRDeep (Friedländer in sod., 2012), smo namestili na lokalni strežnih ter 
najprej preverili uporabnost orodja miRDeep2 za napoved glivnih milRNA na obeh 
združenih podatkovnih setih, Rec_all ter T2_all. Program smo izvedli s privzetimi 
pogoji, kot referenco za poravnavo sekvenčnih podatkov pa smo uporabili anotiran 
genom glive V. nonalfalfae.  
 
V prvi fazi modul »mapper« poravna oziroma mapira sekvenčne podatke na referenčni 
genom, kar smo izvedli z ukazom (primer na podatkovnem setu Rec_all): 
./mapper.pl Rec_all.fasta -c -m -p ./vert2 -s 
Rec_all_collapsed.fa -t Rec_all_collapsed_vs_genome.arf 
 
Nato modul »miRDeep2« v poravnanih zaporedjih išče potencialne prekurzorje zrelih 
miRNA, ki jih izreže iz zaporedij ter jim napove sekundarno strukturo, ki je v primeru 
miRNA tipična struktura lasnice, kjer se nahajata zrela miRNA ter njena 
komplementarna sekvenca miRNA*. Modul miRDeep2 smo izvedli z ukazom (primer 
na podatkovnem setu Rec_all): 
miRDeep2.pl Rec_all_collapsed.fa vert2.fasta 
Rec_all_collapsed_vs_genome.arf none none none 2>report.log 
-o 8 & 
 
Pridobili smo rezultate v obliki tekstovne datoteke, datoteke .pdf, ki je vsebovala 
grafični prikaz sekundarnih struktur prekurzorjev, interaktivne povezave HTML ter 
dokument Excel, ki je vseboval zbrana zaporedja napovedanih prekurzorjev ter zrelih 
miRNA. Program smo nato izvedli na osmih ločenih podatkovnih setih Rec in T2, s 
privzetimi parametri. 
 
3.6.5.3 Programski paket miR-PREFeR 
 
Programski paket miR-PREFeR, podobno kot drugi algoritmi za napovedovanje 
miRNA, sekvenčne podatke poravna na referenčni genom, v naslednjem koraku pa 
preko določanja sekundarnih struktur išče potencialne prekurzorje in zrele miRNA. Za 
izvršitev programa smo uporabili osem sekvenčnih podatkovnih setov za izolata Rec in 
T2, zbrane v datotekah FASTA ter referenčni genom glive V. nonalfalfae. V prvem delu 
smo izvršili skripto, ki omogoča pred-procesiranje podatkov, ki so nato vhodna datoteka 
za algoritem miR-PREFeR (primer na podatkovnih setih Rec): 
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./process-reads-fasta.py samplename.txt Rec_1_KS.fasta 
Rec_3_CD.fasta Rec_5_spore.fasta Rec_7_trajni.fasta 
 
V datoteki »samplename« smo definirali ime obravnavanja, primer zapisa 






Ko smo pridobili pripravljene podatke, smo izvršili skripto za poravnavo podatkov na 
referenčni genom (primer na podatkovnem setu Rec_XSM):  
./bowtie-align-reads.py -r vert2.fasta -p 8 -f 
Rec_XSM.fasta.processed  
 
V zadnjem koraku smo izvršili skripto algoritma miR-PREFeR za napovedovanje 
miRNA: 
./miR_PREFeR.py pipeline config.example  
 




Analizo smo izvedli s privzetimi pogoji, nato pa smo jo ponovili ob dodatnem pogoju, 
ki dovoljuje eno neujemanje nukleotidov med izvrševanjem skripte za poravnavo 
zaporedij na referenčni genom. Z obema analizama nismo pridobili datotek za noben 
vzorec malih RNA, ki bi vsebovale nukleotidna zaporedja prekurzorjev milRNA. 
 
3.6.5.4 Programski paket MIReNA 
 
Program MIReNA, ki smo ga namestili na lokalni strežnik, smo izvršili v načinu, ki za 
napoved prekurzorjev ter zrelih miRNA uporabi sekvenčne podatke generiranie z 
visokozmogljivimi postopki sekvenciranja. Regijam v genomu, na katere se poravna 
večje število zaporedij, napove sekundarno strukturo ter predvidi miRNA zaporedja na 
podlagi petih zastavljenih kriterijev (Mathelier in Carbone, 2010). Algoritem smo 
izvršili z uporabo treh obveznih datotek, ki vsebujejo sekvenčne podatke, referenčni 
genom ter datoteko miRNA.fa, ki vsebuje ohranjene miRNA oziroma druge znane 
miRNA, ki bi jih želeli preveriti v naših podatkovnih setih. Analizo smo izvedli na 
osmih ločenih podatkovnih setih ter na obeh združenih datotekah  z ukazi:  
./MIReNA.sh -D -f Rec_all_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
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./MIReNA.sh -D -f T2_all_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
./MIReNA.sh -D -f Rec_XSM_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
.MIReNA.sh -D -f Rec_CD_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
.MIReNA.sh -D -f Rec_spore_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
./MIReNA.sh -D -f Rec_trajni_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
./MIReNA.sh -D -f T2_XSM_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
./MIReNA.sh -D -f T2_CD_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
./MIReNA.sh -D -f T2_spore_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
./MIReNA.sh -D -f T2_trajni_collapsed.fa -j vert2.fasta -k 
miRNAs.fa 1>log1 2>log2 & 
 
Za vsak analiziran podatkovni set smo pridobil dve tekstovni datoteki, to sta datoteka 
»precursors.fa«, ki je vsebovala vse potencialne ter z algoritmom analizirane 
prekurzorje, ter datoteka z imenom vzorca, ki je vsebovala zaporedja vseh napovedanih 
prekurzorjev s koordinatami v genomu glive ter z mestom začetka in konca zrele 
milRNA znotraj sekvence prekurzorja. Rezultate smo uvozili v datoteko Excel, kjer smo 
izvedli nadaljnje analize. 
 
3.6.6 BLASTX analiza kodirajočih regij proteinov napovedanih prekurzorjev 
milRNA 
 
Po definiciji so miRNA kratke ne-kodirajoče molekule RNA, zato smo v naslednjem 
koraku analize preverili, ali so identificirani prekurzorji milRNA glive V. nonalfalfae, 
napovedani z algoritmom MIReNA, del kodirajočih regij proteinov, vključno s proteini 
gliv Verticillum, zavedenih v podatkovni zbirki NCBI. Izvedli smo BLASTX analizo z 
lokalno verzijo programa BLAST (verzija 2.2.31) s primerjavo na nepresežno zbirko 
proteinov NCBI, za napovedane prekurzorje vseh osmih vzorcev ter za združena vzorca 
Rec in T2. Rezultate smo shranili v BLAST arhivu (opcija 11). Primerjavo smo izvršili 
z ukazom (primer na prekurzorjih vzorca Rec_all): 
./blastx -query Rec_all.fasta -db nr -out 
Rec_all.fasta.blastx.nr.11 -evalue 0.1 -outfmt 11 -
num_alignments 500 -seg no -num_threads 1 1>1rec.log 
2>2rec.log & 
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Rezultate smo nato pretvorili v tekstovno datoteko (verzija zapisa 0) z ukazom (primer 
na rezultatih vzorca Rec_all):  
./blast_formatter -archive Rec_all.fasta.blastx.nr.11 -
outfmt 0 -out Rec_all.fasta.blastx.nr.0 & 
 
Rezultate smo ročno pregledali in kategorizirali prekurzorje glede na lokacijo v 
kodirajoči regiji z DA ali NE. Rezultate smo vpisali v pripravljen dokument Excel, ki 
bo vseboval vse kriterije za nadaljnji izbor kandidatnih prekurzorjev milRNA za 
potrjevanje izražanja s qPCR. 
 
3.6.7 Analiza sekundarnih struktur z algoritmom mFOLD 
 
Prekurzorji miRNA tvorijo tipično sekundarno strukturo lasnice, ki služi kot substrat za 
encimsko delovanje proteina Dicer. Zato smo prekurzorjem, napovedanim z algoritmom 
MIReNA, dodatno ponovno določili sekundarno strukturo s prosto dostopnim orodjem 
mFOLD (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form) (Zucker, 2003). 
Zaporedja vseh prekurzorjev izolata Rec ter izolata T2 smo združili v dve datoteki 
formata FASTA ter jih naložili na spletni strežnik in izvedli analizo s pred nastavljenimi 
parametri. Pridobili smo dokumente PDF za vsak prekurzor, ki so vsebovali sliko 
sekundarne strukture ter vrednost minimalne proste energije zvite sekundarne strukture 
(MFE). Slike smo nadaljnje ročno pregledali in kandidatom z ustrezno sekundarno 
strukturo, kot je prikazana na primeru spodaj, v dokumentu Excel dodali oznako DA. 
 
 
Slika 7: Tipična sekundarna struktura lasnice, ki jo zavzamejo prekurzorji miRNA (Pri-miRNA, 
2018) 
Figure 7: Typical hairpin secondary structure of folded miRNA precursors (Pri-miRNA, 2018) 
 
3.6.8 Kategorizacija in izbor milRNA za potrjevanje izražanja s qPCR 
 
Napovedane MIReNA prekurzorje milRNA smo nadaljnje ovrednotili po kriterijih za 
izbor potencialnih miRNA, postavljenih v okviru študije rastlinskih miRNA hmelja 
(Mishra in sod., 2015). Prekurzorje smo kategorizirali glede na kriterije: 1) zaporedje se 
zvije v tipično sekundarno strukturo lasnice; 2) zrela miRNA se nahaja na eni verigi 
lasnične sekundarne strukture; 3) med zaporedjem miRNA ter njenim 
komplementarnim zaporedjem miRNA* ni zank ali prelomov; 4) med zrelo miRNA ter 
njeno komplementarno miRNA* ni več kot 6 neujemanj nukleotidov; 5) napovedana 
sekundarna struktura prekurzorja ima visoko negativno vrednost MFE in vrednost 
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MFEI. Sekundarno strukturo ter lego zrele milRNA smo ovrednotili z ročnim 
pregledom slik struktur, kjer smo prekurzorjem s tipično sekundarno strukturo, kot je 
prikazana na sliki zgoraj, dodali oznako DA v Excelovem dokumentu, na sliki strukture 
pa smo z rumeno obarvali pozicijo zrele milRNA. Med zaporedjem milRNA ter njenim 
komplementarnim zaporedjem milRNA* smo ročno prešteli neujemanja med nukleotidi 
in vrednost dopisali v preglednico. Nato smo izračunali indeksa AMFE ter MFEI, ki 
normalizirata vrednost MFE glede na dolžino prekurzorja in delež gvanina (G) in 
citozina (C) v zaporedju prekurzorja, po naslednjih formulah (Zhang in sod., 2006): 
 
AMFE = (MFE/dolžina prekurzorja) × 100 
 
MFEI =  AMFE/(G+C)% 
 
Vrednosti smo dopisali v preglednico, kamor smo dopisali dolžino zrele milRNA ter 
zaporedje zrele milRNA za vsak posamezen analiziran prekurzor. Podatke smo filtrirali 
glede na zastavljene kriterije ter pridobili set zaporedij milRNA oziroma prekurzorjev, 
ki jih bomo nadaljnje preverili ter potrdili njihovo izražanje s kvantitativnim PCR. 
 
3.6.9 Primerjava kandidatnih milRNA s podatkovno zbirko miRBase 
 
Dodatno nas je zanimala ohranjenost izbranih milRNA ter njihovih prekurzorjev 
oziroma ali imajo homologe v podatkovni zbirki miRBase (Griffiths-Jones in sod., 
2006), ki vsebuje podatke vseh objavljenih in anotiranih evkariontskih miRNA. Zato 
smo izbrana zaporedja zrelih milRNA naložili v spletni strežnik miRBase 
(http://www.mirbase.org/index.shtml) (različica 22) ter jih primerjali s podatkovno 
zbirko z algoritmom BLAST. Zrelim milRNA, ki niso imele homologa v podatkovni 
zbirki, smo v preglednici Excel dopisali indeks »nova«, zaporedjem z identificiranimi 
homologi pa smo dopisali število homologov in oznako posameznega homologa. 
 
3.6.10 Analiza regij, specifičnih za visoko virulentni patotip glive Verticillium 
nonalfalfae 
 
V okviru pretekle raziskave, ki je temeljila na analizi markerjev AFLP na DNA, 
izolirani iz poljskih izolatih gliv Verticillium (Radišek in sod., 2003) in na osnovi 
sekvenciranja genoma V. nonalfalfae izolata T2 (Jakše in sod., 2018), je bilo 
identificiranih 12 genomskih regij (Preglednica 3), prisotnih v visoko virulentnih 




Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020  
42 
 
Preglednica 3: Genomske regije, specifične za visoko virulentni patotip glive V. nonalfalfae 
Table 3: Genomic regions, specific for highly virulent V. nonalfalfae pathotype 
Regija Kromosom Koordiante  
1 4 3229398-3313679 
2 4 3396896-3519217 
3 9 735016-858036 
4 unplaced 864023-916482 
5 unplaced 1169642-1213710 
6 unplaced 1658345-1684161 
7 unplaced 1802525-1807692 
8 unplaced 1904616-1923821 
9 unplaced 2009218-2025286 
10 unplaced 2092978-2102597 
11 unplaced 2189923-2201022 
12 unplaced 2322550-2325599 
 
V procesu analize in kategorizacije napovedanih prekurzorjev milRNA smo ročno 
preverili, ali kateri izmed prekurzorjev oziroma zrela milRNA izvira iz genomskih regij 
glive V. nonalfalfae, prisotnih izključno v visoko virulentnem patotipu glive 
(Preglednica 3). V dokumentu Excel smo prekurzorjem dodali oznako DA ali NE glede 
na lego v omenjenih genomskih regijah. 
 
3.7 POTRJEVANJE IZRAŽANJA NAPOVEDANIH milRNA Z 
DVOSTOPENJSKIM KVANTITATIVNIM PCR 
 
Izražanje oziroma prisotnost napovedanih milRNA v izoliranih vzorcih RNA iz obeh 
patotipov ter različnih tkiv glive V. nonalfalfae smo preverili z dvostopenjskim RT-
qPCR, prilagojenim za detekcijo kratkih molekul RNA, imenovanim »stem-loop« RT-
qPCR, ki ga je oblikovala in opisala Martha Kramer (Kramer, 2011). Gre za 
kvantitativno pomnoževanje miRNA (Slika 8), kjer se v prvi stopnji v procesu 
obratnega prepisa v cDNA tarčno malo miRNA podaljša preko lasničnega oziroma 
»stem-loop« začetnega oligonukleotida, nato pa se v drugi stopnji sintetizirano cDNA 
pomnožuje z uporabo za miRNA specifičnega začetnega oligonukleotida ter 
univerzalnega začetnega oligonukleotida. Protokol predvideva tudi uporabo 
hidrolizirajočih sond za povečanje specifičnosti pomnoževanja, ki pa jih v naših 
poskusih detekcije miRNA nismo uporabljali. 
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Slika 8: »Stem-loop« RT-qPCR protokol (Kramer, 2011) 
A – zrela miRNA obarvana z modro barvo; B – prepis zrele miRNA v cDNA z lasničnim začetnim 
oligonukleotidom, ki zaporedju miRNA doda 44 nt dolgo univerzalno zaporedje na 3' koncu cDNA; C – 
sintetizirana cDNA; D – razpad dvoverižne strukture po denaturaciji; E – za miRNA zaporedje specifični 
začetni PCR oligonukleotid; F, G – kvantitativno pomnoževanje miRNA; H – produkt PCR, katerega 
konci so definirani z zaporedjema levega in desnega začetnega oligonukleotida 
Figure 8: Stem-loop RT-qPCR protocol (Kramer, 2011)  
A – mature miRNA is highlighted in blue; B – reverse transcription of mature miRNA into cDNA with 
stem-loop primer, that adds additional 44 nt long universal sequence to the 3' end of cDNA; C – 
synthesized cDNA; D – denaturation of double stranded structure; E – miRNA specific PCR primer; F, G 
– quantitative miRNA amplification; H – PCR product, whose ends are defined with the sequences of 
forward and reverse primers 
 
3.7.1 Oblikovanje lasničnih začetnih oligonukleotidov za obratni prepis RNA 
 
Lasnični ali »stem-loop« začetni oligonukleotid je sestavljen iz 44 nt dolgega 
univerzalnega zaporedja, ki se na podlagi principov komplementarnosti zvije v 
dvoverižno lasnično strukturo. V postopku dizajniranja lasničnega začetnega 
oligonukleotida, ki bo v procesu obratnega prepisa ujel specifično miRNA, moramo 
univerzalnemu zaporedju na 3' konec dodati 6 obratno komplementarnih nukleotidov 3' 
konca zrele miRNA. 
 
Primer zrele miRNA: miR-A 5' UGG AAG GAC GGG AAG UGG AA 3' 
 
Oblikovan lasnični začetni oligonukleotid: 5' GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC 
GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC TTC CAC 3' 
 
Pred uporabo lasničnih začetnih oligonukleotidov v reakciji obratnega prepisa je 
potrebno le-te zviti v lasnične oziroma »stem-loop« strukture, ki bodo vsebovale 
podaljšek šestih za milRNA specifičnih nukleotidov, s katerimi bodo po načelih 
komplementarnosti ulovile specifične zrele milRNA v vzorcih izoliranih RNA. Po 
navodilih iz protokola Kramer (2011) smo »stem-loop« strukture izdelanih začetnih 
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oligonukleotidov tvorili z začetno denaturacijo sekundarnih struktur na 95 °C, nato pa 
smo temperaturo postopoma nižali na 75 °C, 68 °C, 65 °C in 62 °C po eno uro ter na 60 
°C 4 ure. Začetne oligonukleotide, zvite v sekundarno strukturo, smo shranili na -20 °C 
in ob vnovični uporabi hranili na ledu, da ne pride do razpada lasnične strukture. 
 
3.7.2 Oblikovanje milRNA-specifičnih qPCR začetnih oligonukleotidov 
 
Specifični začetni oligonukleotid dolžine 12 nt naj bi, skupaj s hidrolizirajočo sondo, 
pokril celotno dolžino zrele miRNA (Kramer, 2011). Ker za namene potrditve izražanja 
glivnih milRNA nismo predvideli uporabe sond, smo ročno dizajnirali začetne 
oligonukleotide, daljše od 12 nt, da bi pokrili čim večji del oziroma, v kolikor je bilo 
mogoče, celotno dolžino zrele milRNA Pri tem smo upoštevali smernice za izdelavo 
miRNA-specifičnih začetnih oligonukleotidov: a) izberemo prvih 12 do 17 nukleotidov 
s 5' konca zrele miRNA; b) dodamo 3 do 7 dodatnih nukleotidov na 5' konec, s čimer c) 
uravnamo Tm na 60 °C ter d) vsebnost G in C na 50 %. Pri tem smo za analizo 
izdelanega začetnega oligonukleotida uporabljali prosto dostopno orodje OligoAnalyzer 
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer), s katerim smo preverili tudi zmožnost tvorjenja 
dimerov začetnih oligonukleotidov ter zvijanje v potencialne sekundarne strukture, kar 
bi lahko vplivalo na potek reakcije PCR ter vodilo v lažno pozitivne rezultate. 
 
Primer zrele miRNA (Kramer, 2011): miR-A 5' TGG AAG GAC GGG AAG TGG AA 
3' 
 
Oblikovan miRNA-specifični začetni oligonukleotid: 5' CAC GCA TGG AAG GAC 
GGG 3' 
 
Protokol za pomnoževanje miRNA v kvantitativni reakciji PCR predvideva uporabno 
univerzalnega desnega začetnega oligonukleotida, ki se v reakciji PCR komplementarno 
veže na del univerzalne lasnične sekvence, dodane k zaporedju zrele miRNA v procesu 
obratnega prepisa. Uporabili smo izdelani začetni nukleotid, predlagan v protokolu 
Kramer (2011) z zaporedjem 5' CCA GTG CAG GGT CCG AGG TA 3'. 
 
3.7.3 Optimizacija »stem-loop« RT-qPCR 
 
V prvem koraku potrjevanja izbranih glivnih milRNA smo optimizirali reakcijo RT-
qPCR, pri čemer smo se odločili za analizo ene izbrane milRNA, ki smo jo preveriti v 
vzorcu izolirane celokupne RNA glive V. nonalfalfae ter v vzorcu izolirane frakcije 
malih RNA, krajših od 200 nt, ki smo jih uporabili za sekvenciranje NGS s sistemom 
Ion Proton. Po priporočilih v protokolu Kramer (2011) smo RNA obratno prepisali v 
cDNA z uporabo komercialnega kompleta TaqMan™ MicroRNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems™, ZDA) v tako imenovani »stem-loop« reakciji 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020  
45 
 
obratnega prepisa. Uporabili smo po 10 ng izolirane RNA, ki smo ji dodali 3 µL 
delovne raztopine specifičnega lasničnega začetnega nukleotida s koncentracijo 5 nM 
ter reagente iz komercialnega kompleta, po protokolu proizvajalca. RNA smo obratno 
prepisali v cDNA v termo bloku po temperaturnem profilu, ki je zajemal 30 minut 
inkubacije na 16 °C, 30 minut inkubacije na 42 °C ter 5 minut inkubacije na 85 °C. 
Sintetizirano cDNA smo shranjevali v skrinji na -20 °C. 
 
 
Slika 9: Serijske redčitve sintetizirane cDNA  
R0 - neredčena cDNA (0,67 ng/µL); R1 – 4-krat redčena cDNA (0,16 ng/µL); R2 – 16-krat redčena 
cDNA (0,04 ng/µL); R3 – 64-krat redčena cDNA ( 0,01 ng/µL); R4 – 256-krat redčena cDNA (0,0026 
ng/µL); R5 – 1024-krat redčena cDNA (0,00065 ng/µL); R6 – 4096-krat redčena cDNA (0,00016 ng/µL) 
Figure 9: 4-fold serial dilutions of synthesized cDNA  
R0 – undiluted cDNA (10 ng/µL); R1 – 4-times diluted cDNA (0,16 ng/µL); R2 – 16-times diluted cDNA 
(0,04 ng/µL); R3 – 64-times diluted cDNA (0,01 ng/µL); R4 – 256-times diluted cDNA (0,0026 ng/µL); 
R5 – 1024-times diluted cDNA (0,00065 ng/µL); R6 – 4096-times diluted cDNA (0,00016 ng/µL) 
 
V naslednjem koraku optimizacije RT-qPCR protokola smo redčili sintetizirano cDNA 
s serijo štiri-kratnih redčitev (Slika 9) s čimer smo pridobili vzorce za preliminarni 
qPCR, s katerim bomo določili tudi učinkovitost oziroma »efficiency« reakcije qPCR. 
V reakciji qPCR smo uporabili za milRNA-specifični začetni oligonukleotid, redčen 
glede na priporočila v protokolu Kramer (2011) na 1,5 µM, ter univerzalni začetni 
oligonukleotid s koncentracijo 0,7 µM. Reakcijo kvantitativnega PCR smo izvedli na 
napravi 7500 Fast Real-Time PCR System, kjer smo izbrali pomnoževanje z analizo 
talilne krivulje. Uporabili smo komercialni komplet Fast SYBR™ Green Master Mix 
(Applied Biosystems™) ter 1 µL redčene cDNA. Vsak vzorec smo pomnoževali v treh 
tehničnih ponovitvah na plošči za 96 PCR reakcij (MicroAmp Optical PCR plate, 
Applied Biosystems
TM
). Sočasno smo preverili učinkovitost qPCR z dodatkom 2 µL 
cDNA v reakcijo pomnoževanja milRNA.  
 
3.7.4 Kloniranje in sekvenciranje daljših identificiranih milRNA 
 
Ker za potrjevanje izražanja milRNA nismo predvideli uporabe hidrolizirajočih sond, 
smo za potrditev pomnoževanja specifičnih zaporedij daljših milRNA, katerih zaporedj 
nismo uspeli popolnoma prekriti z milRNA-specifičnim začetnim oligonukleotidom, 
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3.7.4.1 Pomnoževanje milRNA 
 
Specifične milRNA smo pomnožili s klasičnim ali »end point« PCR z uporabo za 
milRNA-specifičnih začetnih oligonukleotidov ter univerzalnega začetnega 
oligonukleotida, prav tako uporabljenih v reakcijah qPCR. V reakcijah PCR smo 
uporabili reagente komercialnega kompleta KAPA HiFi HotStart PCR Kit (Roche), z 
volumni, definiranimi v preglednici 4. Kot matrico za pomnoževanje DNA smo 
uporabili specifične cDNA za posamezne milRNA, sintetizirane v reakcijah obratnega 
prepisa RNA v cDNA z lasničnimi začetnimi oligonukleotidi. 
 
Preglednica 4: Reagenti, uporabljeni v 25 µL reakciji PCR 




Voda brez nukleaz 14,25 
5x pufer 5 
10mM KAPA dNTP mix 0,75 
milRNA-specifični zač. olig. (10 µM) 0,75 
Univerzalni zač. olig. (10 µM) 0,75 
KAPA polimeraza (5 U/µL) 0,5 
cDNA matrica 3 
Skupaj 22 
 
Reakcije PCR so potekale po sledečem temperaturnem profilu: začetna denaturacija na 
95 °C 3 minute; sledilo je 30 ciklov pomnoževanja pri 98 °C 20 sekund, 60 °C 15 
sekund in 72 °C 30 sekund; končno izdolževanje fragmentov je potekalo pri 72 °C 1 
minuto. Fragmente pomnožene DNA smo preverili in vizualizirali z agarozno gelsko 
elektroforezo. Pripravili smo visoko resolucijski gel iz 2,5 % agaroze in 0,5 x pufra 
TBE, kamor smo nanesli celoten volumen reakcij PCR, elektroforeza pa je potekala 1,5 
ure pri 100 V. Gel smo presvetlili s transiluminatorjem z ultravijolično svetlobo in nato 
iz gela izrezali fragmente ustreznih dolžin aplikonov (Priloga F), ki so predstavljali 
pomnoženo DNA prepisanih milRNA. V naslednjem koraku smo produkte reakcij PCR 
očistili s komercialnim kompletom Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Thermo Fisher 
Scientific), po navodilih proizvajalca ter očiščeno DNA shranili na -20 °C. 
 
3.7.4.2 Vnos fragmenta v plazmidni vektor pJET1.2/blunt 
 
Za uspešno določanje nukleotidnih zaporedij daljših milRNA smo izbrali plazmidni 
vektor pJET1.2/blunt (Slika 10), ki je del komercialnega kompleta CloneJET PCR 
Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific), ki omogoča vnos fragmentov pomnožene DNA 
s topimi konci na specifično mesto v vektorju in takojšno pozitivno selekcijo 
rekombinantnih plazmidov. Vektor namreč vsebuje zapis za gen letalnega 
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restrikcijskega encima, ki se v primeru recirkularizacije vektorja izrazi ter ubije 
transformirane bakterije Escherichia coli (E. coli).  Ob uspešni ligaciji oziroma vnosu 
inserta na specifično mesto kloniranja v vektorju se poruši kodirajoče zaporedje 
letalnega restikcijskega encima in transformirane bakterijske celice preživijo in so 
sposobne tvoriti kolonije. To so bakterijske celice, ki jih lahko neposredno uporabimo 
za nadaljnje delo. 
 
 
Slika 10: Restrikcijska karta plazmidnega vektorja pJET1.2/blunt s prikazanim mestom ligacije 
inserta s topimi konci ter glavnimi značilnostmi komercialnih vektorjev (CloneJET PCR…, 2020). 
Figure 10: Restriction map of the pJET1.2/blunt cloning vector with assigned ligation site for the 
blunt end PCR product and core components of the commercial vectors (CloneJET PCR…, 2020). 
 
5 µL posameznega produkta reakcij PCR smo vstavili v vektor v ligacijski reakciji, ki je 
vsebovala 10 µL 2x ligacijskega pufra, 1 µL plazmidnega vektorja, 1 µL ligaze T4 ter 
vodo do skupnega volumna 20 µL. Ligacija je potekala na sobni temperaturi 5 minut. 
 
3.7.4.3 Transformacija kompetentnih bakterijskih celic Escherichia coli  
 
Rekombinantne plazmidne vektorje, ki vsebujejo ligiran insert, smo vnesli v 
pripravljene kemijsko kompetentne bakterijske celice E. coli, sev DH5α. Za 
transformacijo bakterijskih celic smo uporabili po 50 µL na ledu odtaljene kulture celic, 
ki smo ji dodali 2,5 µL ligacijske reakcije posameznega produkta PCR in celice 
inkubirali na ledu 15 minut. Nato smo izvedli toplotni šok z inkubacijo mešanice celic 
in vektorja na 42 °C 1 minuto. Celice smo nato takoj ohladili na ledu ter jim dodali 450 
µL na 37 °C segretega tekočega gojišča SOC (Priloga G) in jih stresali eno uro na 37 °C 
in 120 rpm. Po 50, 100 in 150 µL bakterijskih kultur smo razmazali po trdnem gojišču 
LB z dodanim antibiotikom karbenicilin (Priloga G) ter plošče preko noči inkubirali na 
37 °C. Naslednji dan smo po 5 kolonij za vsak ligiran produkt PCR oziroma za vsako 
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preiskovano milRNA precepili v tekoče gojišče LB z dodanim antibiotikom karbenicilin 
(Priloga G) ter kulture preko noči namnoževali na 37 °C in 120 rpm. 
 
3.7.4.4 Izolacija plazmidne DNA in sekvenciranje z metodo po Sangerju 
 
Namnožene  transformirane bakterijske celice smo izolirali z uporabo komercialnega 
kompleta High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, Švica), po navodilu proizvajalca. Po 
100 ng izolirane plazmidne DNA smo direktno sekvencirali s komercialnim kompletom 
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™), pri čemer 
smo uporabili ločeno začetna oligonukleotida pJET1.2 Forward Sequencing Primer ter 
pJET1.2 Reverse Sequencing Primer, ki se nahajata v kompletu CloneJET PCR Cloning 
Kit. Sekvenčne reakcije smo sestavili iz 5,5 µL vode brez nukleaz, ki smo ji dodali 2 µL 
pufra BigDye, 0,5 µL reagenta BigDye, ki vsebuje dideoksi terminatorske nuleotide, 1 
µL ustreznega začetnega oligonuleotida ter, glede na izmerjene koncetracije, 1 µL 
izolirane plazmidne DNA (100 ng/µL). Sekvenčne reakcije so potekale pod naslednjimi 
pogoji: začetna denaturacija na 93 °C 3 minute; sledilo je 99 ciklov na 96 °C 10 s, 50 °C 
10 s in 60 °C 4 min; končno izdolževanje fragmentov na 72 °C 7 min.  
 
Sekvenčne reakcije smo očistili z etanolno precipitacijo ob dodatku EDTA. Vsakemu 
vzorcu smo dodali 2,5 μl 125 mM EDTA (pH 8.0) (Sigma-Aldrich) in 30 μl absolutnega 
etanola (VWR) ter celotno vsebino prenesli na 96 mestne plošče za PCR (4titude, 
Združeno Kraljestvo). Ploščo z vzorci smo prekrili s folijo, centrifugirali ter inkuburali 
na sobni temperaturi v temi 15 minut. Nato smo ploščo centrifugirali pri 13 000 ×g 55 
minut v na 4 °C ohlajeni centrifugi. Po centrifugiranju smo odlili in odstranili ves etanol 
ter precipitirano DNA raztopili v 12 µL formamida (Sigma-Aldrich). Vzorci DNA so 
bili nadaljnje analizirani na napravi ABI 3130XL (Applied Biosystems™) (Biotehniška 
fakulteta, Oddelek za zootehniko). Pridobljena nukleotidna zaporedja smo analizirali z 
nameščenim programskim paketom CodonCode Aligner, kjer smo iskali zaporedja 
specifičnih analiziranih milRNA. 
 
3.7.5 Analiza tkivno specifičnega izražanja potrjenih milRNA 
 
Izražanje identificiranih potrjenih milRNA smo preverili v dveh različnih tkivih glive V. 
nonalfalfae, v miceliju, gojenem v gojišču XSM ter v sporah, tako za visoko virulentni 
izolat T2 ter za manj virulentni izolat Rec. Vsako milRNA smo z reakcijo obratnega 
prepisa, opisano v poglavju 3.5.3, prepisali v cDNA iz celokupne RNA v treh bioloških 
ponovitvah. Sintetizirane cDNA smo ustrezno redčili ter po 1 µL uporabili za reakcije 
qPCR z milRNA-specifičnimi začetnimi oligonukleotidi. Pridobljene vrednosti Cq 
posameznih vzorcev smo uporabili za absolutno kvantifikacijo števila molekul milRNA 
in za primerjavo zastopanosti molekul milRNA po tkivih in patotipih. 
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3.7.6 Absolutna kvantifikacija števila molekul milRNA 
 
Raven izražanja milRNA smo določili z metodo absolutne kvantifikacije z uporabo 
standardne krivulje, izdelane na podlagi pomnoževanja standarda miRNA v reakciji 
qPCR. Kot standard smo izbrali miRNA kvantifikacijski standard miR-H1 iz protokola 
Kramer (2011) ter pripadajoči lasnični začetni oligonukleotid za sintezo cDNA in 
miRNA-specifični začetni oligonukleotid za qPCR.  
MiRNA standard smo pridobili iz podjetja Invitrogen™ in ga redčili po navodilih iz 
protokola Kramer (2011) na 500 µM koncentracijo, nato na 100 µM koncetracijo, ter na 
0,5 µM koncetracijo, iz tega pa smo z ustrezno redčitvijo izdelali prvi vzorec za qPCR z 
oznako 10
10




, s čimer smo 
pridobili 11 vzorcev za analizo izražanja miRNA standarda v reakciji qPCR. Po 2,5 µL 
vsakega vzorca smo obratno prepisali v cDNA s komercialnim kompletom TaqMan™ 
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™) ter po 1,3 µL cDNA 
pomnoževali v reakciji qPCR v treh tehničnih ponovitvah z dodatkom reagenta Fast 
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems™).  
Iz pridobljenih Cq vrednosti za vsak vzorec in pripadajočega števila molekul miRNA 
standarda smo izdelali standardno krivuljo v dokumentu Excel ter izračunali enačbo 
premice. Izrazili smo vrednost x, ki predstavlja število molekul na reakcijo, vrednost y 
pa predstavlja Cq vrednost posameznega vzorca, ki smo jo uporabili za izračun števila 
molekul posamezne identificirane milRNA. Vrednost števila molekul smo pomnožili s 
faktorjem redčitve posamezne milRNA ter normalizirali glede na povprečno izražanje 
referenčnih genov glive V. nonalfalfae (Marton in sod., 2018) v vzorcih micelija, 
gojenega v gojišču CD, opisanih v poglavju 3.3.5.1.  
 
3.8 NAPOVED TARČ IDENTIFICIRANIM milRNA GLIVE Verticillium 
nonalfalfae 
 
Prosto dostopno orodje Plant Small RNA Target Analysis Server oziroma psRNATarget 
(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) (različica 2017) omogoča hitro identifikacijo 
transkriptov oziroma mRNA, ki so tarče molekul miRNA v mehanizmih post-
transkripcijskega utišanja genov. Glede na zastavljene kriterije vrednotenja interakcije 
miRNA in tarče preko komplementarnega parjenja dušikovih baz ter glede na napoved 
dostopnosti tarčnega zaporedja z izračunom vrednosti UPE (angl. unpaired energy) 
napove vsa možna mesta na tarčnem transkriptu, kjer lahko prihaja do razreza ali 
ihnibicije translacije (Dai in Zhao, 2011).     
Za napoved predpostavljenih tarč smo uporabili vse anotirane genske modele glive V. 
nonalfalfae, zbrane v datoteki FASTA ter 27 izbranih identificiranih milRNA, prav tako 
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zapisane v formatu FASTA. Podatke smo uvozili na spletni strežnik, kjer smo izbrali 
opcijo »Submit small RNAs and targets«. V naslednjem koraku smo morali določiti 
kriterije, po katerih algoritem vrednoti interakcije miRNA in tarčne mRNA za napoved 
tarčnih mest. Iz omejenih virov v ter priporočil iz predhodnih objav (Mishra in sod., 
2015) smo izbrali naslednje pogoje: 
- Expectation: 3 
- # of mismatches allowed in seed region: 2 
- HSP size: 18 
- UPE: 25 
- Translation inhibition range: 9-11  
 
Algoritem v treh fazah analizira uvožena seta podatkov in rezultate izpiše v obliki 
seznama vseh možnih tarčnih mest glede na zastavljene kriterije. Rezultate smo uvozili 
v datoteko Excel, kjer smo nadaljnje vrednotili in izbrali tarče za eksperimentalno 
potrjevanje z metodo 5' RLM-RACE. Pri tem smo kot glavni kriterij upoštevali zahtevo, 
da v regiji »seed« ni neujemanj med zaporedjem milRNA ter zaporedjem tarčne mRNA. 
Sočasno smo napovedali predpostavljene tarče identificiranim glivnim milRNA v 
transkriptomu hmelja. S podatkovne zbirke HopBase 
(http://hopbase.cgrb.oregonstate.edu/index.html) smo pridobili zaporedja vseh 
transkriptov hmelja v obliki datoteke FASTA, ki smo jo uvozili v spletni strežnik 
psRNATarget, skupaj z zaporedji identificiranih glivnih milRNA. Napoved tarč smo 
izvedli z izbiro enakih pogojev, kot v primeru iskanja tarč med genskimi modeli glive 
V. nonalfalfae. 
 
3.8.1 Klastriranje predpostavljenih tarč z analizo genskih ontologij (GO) 
 
Po in-silico identifikaciji predpostavljenih tarč identificiranim in potrjenim milRNA v 
genomu glive in v traskriptomu hmelja nas je zanimalo, katere so biološke funkcije 
oziroma biološki procesi, v katerih se te tarče pojavijo. Zato smo izvedli analizo genskih 
ontologij izbranih predpostavljenih tarčnih genskih modelov glive ter izbranih 
predpostavljenih tarčnih kodirajočih zaporedij hmelja. Zaporedja smo uvozili v prosto 
dostopno podatkovno zbirko EggNOG (različica 4.5.1) (Huerta-Cepas in sod., 2016), 
kjer smo izbrali vtičnik »eggNOG-mapper v1«, ki omogoča anotacijo proteinskih 
zaporedij. Analizo ortologov smo izvedli s privzetimi parametri z izbiro protokola 
mapiranja »DIAMOND«. 
Po izvedeni analizi smo rezultate uredili v datoteki Excel, ki smo jo poimenovali  
input_vert.xslx. Datoteka je vsebovala seznam genskih ontologij posameznih genskih 
modelov glive V. nonalfalfae, ki smo jo uvozili v programski paket R, kamor smo 
uvozili tudi skripto GO_MUW.R (Matz, 2019), ki omogoča klastriranje zaporedij glede 
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na ravni genskih ontologij (Wright in sod., 2015). Dodatno smo v program R uvozili 
datoteko input.csv, s katero smo definirali, ali je zaporedje identificirano kot tarča 
glivnih milRNA; takim zaporedjem smo dodali identifikator 1, ostalim pa identifikator 
0. Skripto smo izvedli s privzetimi pogoji in pridobili rezultat v obliki grafikona gruč 
obogatenih genskih ontologij ter pripadajočih bioloških procesov, tako za tarče, 
identificirane v glivi, kot za tarče, identificirane v hmelju. 
 
3.9 POTRJEVANJE TARČ Z METODO 5` RLM-RACE 
 
Bioinformacijski analizi ter napovedi tarč identificiranim milRNA glive V. nonalfalfae 
je sledilo eksperimentalno potrjevanje razreza izbranih predpostavljenih tarč z 
modificirano metodo RLM-RACE 5' koncev razrezanih tarčnih mRNA transkriptov 
(Llave in sod., 2002). Z neposredno ligacijo adapterja RNA na 5' konce mRNA, ki ne 
vsebujejo metilgvanina na 5' koncu, ter z uporabno za transkript specifičnih ter 
univerzalnih začetnih oligonukleotidov za reakcije vgnezdenega PCR in s 
sekvenciranjem produktov PCR lahko natančno določimo oziroma identificiramo 
specifično nukleotidno zaporedje, kjer je prišlo do razreza mRNA (Li in sod., 2017). Za 
potrjevanje aktivnosti sistema RNAi ter eksperimentalno potrditev tarč smo, glede na 
zastavljene kriterije iz literature ter ročni pregled ujemanja med milRNA ter mRNA, 
izbrali osem predpostavljenih tarč oziroma genskih modelov glive V. nonalfalfae za 
analizo 5' RLM-RACE. 
 
3.9.1 Analiza izražanja izbranih genskih modelov 
 
V prvem koraku RLM-RACE analize smo želeli preveriti, ali se izbrani genski modeli 
izražajo v glivi V.nonalfalfae, torej, ali so prisotni v vzorcih izolirane RNA. 
Preliminarno smo na strežniku, ki zaobsega genomski brskalnik JBrowse anotiranega 
genoma glive V. nonalfalfae (http://88.200.30.139/browser/; povezava deluje samo 
znotraj požarne pregrade Biotehniške fakultete) s funkcijo mRNA pregledali prisotnost 
mRNA transkirptov oziroma raven izražanja izbranih genskih modelov.  
V naslednjem koraku smo s spletnim orodjem Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/) (različica 0.4.0) izdelali specifične začetne oligonukleotide za vsak izbran genski 
model, ki jih bomo uporabili v reakcijah PCR za potrjevanje izražanja genskih modelov. 
V spletno orodje smo uvozili kodirajoče zaporedje genskega modela ter s privzetimi 
vrednostmi, pri čemer smo omejili samo velikost produkta PCR na vrednost »800-
1000«, zbrali serijo specifičnih levih in desnih začetnih oligonukleotidov za posamezne 
genske modele (Priloga G). Izdelane začetne oligonukleotide smo v programskem 
paketu CLC, s funkcijo BLAST, poravnali na anotiran genom glive V. nonalfalfae, da 
smo preverili specifičnost začetnih oligonukleotidov za posamezen genski model. 
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Nadaljnje smo uporabili samo začetne oligonukleotide, ki se v celoti poravnajo na 
ustrezno mesto v specifičnem genskem modelu in nikjer drugje v genomu glive.  
Vzorce izolirane RNA iz micelija, gojenega v gojišču XSM, in spor za visoko 
virulenten ali manj virulenten izolat, odvisno od izvora identificirane in potrjene 
milRNA, smo nato s komercialnim kompletom High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Invitrogen) obratno prepisali v cDNA. Uporabili smo po 1000 ng 
predhodno izolirane celokupne RNA. Prepisano cDNA smo uporabili v reakciji PCR s 
specifičnimi začetnimi oligonukleotidi za posamezen genski model (Preglednica 5). 
 
Preglednica 5: Reagenti, uporabljeni v 20 µL reakciji PCR 
Table 5: Reagent used in 20 µl PCR reaction 




Voda brez nukleaz 6,1 / 
5x pufer PCR  4 1x 
MgCl2 25mM  1,2 1,5 mM 
10 mM dNTP mix  1,6 0,8 mM 
Levi specifični zač. olig. (10µM) 1 0,5 µM 
Desni specifični zač. olig. (10µM) 1 0,5 µM 
Polimeraza DNA Taq (5U/µL) 0,1 1,25U/reakcijo 
cDNA matrica  5 50ng/µL 
Skupaj 20 / 
 
Produkte PCR smo analizirali na 1 % agaroznem gelu, kjer smo preverili prisotnost 
produktov PCR ustrezne dolžine ter ocenili količino produkta PCR preko intenzitete 
fluorescenčne svetlobe lis na gelu, ki so predstavljale produkte PCR. Glede na dolžino 
in količino produkta PCR smo izbrali tiste tarče, ki smo jih nadaljnje analizirali z 
metodo 5` RLM-RACE. 
 
3.9.2 Analiza 5` RLM-RACE 
 
Specifičen razrez predpostavljene tarčne mRNA smo določili z uporabo komercialnega 
kompleta FirstChoice™ RLM-RACE Kit (Invitrogen
TM
). Za analizo razrezanih mRNA 
fragmentov smo uporabili modificiran 5' RLM-RACE protokol, po katerem se ne izvede 
začetnih korakov tretiranja RNA z alkalno fosfatazo ter s tobakovo kislo pirofosfatazo, 
ki odstranijo proste 5' fosfatne skupine ter metil-gvaninsko kapo z molekul RNA. 
Nerazrezana RNA ostane nedotaknjena in vsebuje omenjene funkcionalne skupine, ki v 
naslednjem koraku dodajanja adapterske sekvence na RNA ovirajo ligacijo adapterja 
RACE, medtem, ko razrezana RNA na mestih razreza omenjenih skupin ne vsebuje, 
zato se lahko na taka mesta neovirano veže RNA adapter RACE. 
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3.9.2.1 Ligacija adapterjev RACE ter reakcije vgnezdenega PCR 
 
Glede na izvor identificirane milRNA (micelij, gojen v XSM, ali spore) smo uporabili 
1000 ng izolirane celokupne RNA za ligacijo adapterja 5' RACE iz komercialnega 
kompleta. Reakciji smo dodali pufer za ligacijo RNA ter ligazno RNA T4 in reakcijo 
inkubirali na 37 °C eno uro. Ligaciji sledi obratni prepis RNA v cDNA z uporabo 
naključnih dekamernih začetnih oligonukleotidov ter reverzne transkriptaze M-MLV, ki 
so del komercialnega kompleta. Ko smo pridobili cDNA, smo izvedli reakcije 
vgnezdenega ali PCR z uporabo univerzalnih začetnih oligonukleotidov, ki so del 
komercialnega kompleta, ter lastnih dizajniranih za tarčo specifičnih začetnih 
oligonukleotidov, ki smo jih izdelali glede na priporočila proizvajalca: 
- Dolžina: 20 – 24 nt 
- Delež G in C: 50 % 
- Zadnjih 5 nukleotidov 3' konca ne vsebuje več kot treh nukleotidov G ali C 
- Na 3' koncu ni G kot zadnji nukleotid 
- Začetni oligonukleotidi ne tvorijo 3' dimerov 
- Temperatura prileganja: 60 °C 
 
Začetne oligonukleotide smo izdelali z orodjem Primer3, kot opisano v poglavju 3.7.1, 
kjer smo omejili velikost produkta PCR na 100 – 300 bp, ter jih analizirali z orodjem 
OligoAnayzer. Za vsako tarčo smo izdelali začetne oligonukleotide »OUTER«, ki smo 
jih uporabili v prvi reakciji vgnezdenega PCR, ter začetne oligonukleotide »INNER«, ki 
smo jih uporabili v drugi reakciji, ki kot matrico DNA uporabi produkt PCR prve 
reakcije PCR. Sintetizirane začetne oligonukleotide (Priloga H) smo ustrezno redčili na 
10 µM koncentracije ter jih uporabili v reakcijah PCR, po navodilih proizvajalca 
kompleta FirstChoice. Za reakcije PCR smo uporabili polimerazo DNA z visoko 
natančnostjo pomnoževanja OneTaq® Hot Start DNA Polymerase (BioLabs, ZDA). 
Produkte reakcij PCR smo analizirali na visoko resolucijskem 2 % agaroznem gelu, kjer 
smo produkte ustreznih pričakovanih dolžin izrezali iz gela ter jih očistili s 
komercialnim kompletom Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Thermo Fisher 
Scientific™), po navodilih proizvajalca. 
 
3.9.2.2 Ligacija produktov PCR v plazmidni vektor pGEM-T Easy 
 
V naslednjem koraku analize smo očiščene produkte druge vgnezdene reakcije PCR 
vstavili v plazmidni vektor pGEM-T Easy (Slika 11), ki je del komercialnega kompleta 
pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). Po 3 µL očiščene DNA smo ligirali v 
linearizirani vektor in dodali ostale reagente do končnega volumna standardne reakcije. 
Reakcije ligacije smo čez noč inkubirali na 4 °C. Naslednji dan smo izvedli 
transformacijo kompetentnih bakterijskih celic E.coli, sev DH5α, kot je opisano v 
poglavju 3.5.4.3.  
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Slika 11: Restrikcijska karta plazmidnega vektorja pGEM-T Easy s prikazanim mestom ligacije 
inserta s topimi konci ter glavnimi značilnostmi komercialnih vektorjev (Promega, 2019). 
Figure 11: Restriction map of the pGEM-T Easy cloning vector with assigned ligation site for the 
blunt end PCR product and core components of the commercial vectors (Promega, 2019). 
 
3.9.2.3 PCR na osnovi kolonije in sekvenciranje plazmidne DNA 
 
Za potrjevanje specifičnega mesta razreza oziroma specifičnega zaporedja proizvajalci 
priporočajo sekvenciranje plazmidne DNA vsaj osmih bakterijskih kolonij, ki zrastejo 
na plošči po transformaciji celic z rekombinantnim plazmidom. Zato smo naslednji dan 
analizirali bakterijske kolonije z reakcijo PCR na osnovi kolonije (Preglednica 6), kjer 
smo iskali produkte PCR specifičnih dolžin, ki ustrezajo dolžini produkta vgnezdenega 
PCR ter dela plazmidne DNA med promotorjema SP6 in T7. Za PCR na osnovi kolonije 
smo posamezne bakterijske kulture prenesli v 50 µL pufra TE ter jih 10 minut inkubirali 
na 98 °C. Tako pripravljene lizate celic smo uporabili v reakcijah PCR (Preglednica 6). 
 
Preglednica 6: Reagenti, uporabljeni v 20 µL reakcije PCR na osnovi kolonije 






Voda brez nukleaz 5,7 / 
5x pufer PCR  4 1x 
MgCl2 25mM  1,6 2 mM 
10 mM dNTP mix  1,6 0,8 mM 
Začetni oligonukleotid SP6 (10µM) 1 0,5 µM 
Začetni oligonukleotid T7 (10µM) 1 0,5 µM 
Polimeraza DNA Taq  
(5U/µL) 
0,1 1,25U/reakcijo 
Lizat bakterijskih celic  5 / 
Skupaj 20 / 
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Reakcija PCR je potekala pod naslednjim temperaturnim profilom: 94 °C 5 min; sledilo 
je 33 ciklov: 94 °C 30 s, 57 °C 1,5 min, 72 °C 1,5 min; 72 °C 7 min. Produkte reakcij 
PCR smo naložili na 1 % agarozni gel, kjer je ločevanje molekul DNA potekalo pri 120 
V eno uro. Nato smo kolonije, pri katerih smo določili produkt PCR ustrezne dolžine, 
precepili v tekoče gojišče LB z dodanim antibiotikom karbenicilin. Kulture smo preko 
noči namnoževali na 37 °C in 120 rpm.  
 
Plazmidno DNA smo izolirali ter sekvencirali, kot je opisano v poglavju 3.5.4.4. V 
sekvenčnih reakcijah smo uporabili začetna oligonukleotida SP6 ter T7, katerih 
prepoznavna zaporedja se nahajajo v zaporedju plazmidnega vektorja pGEM T-Easy. 
Sekvenčne reakcije smo ustrezno očistili ter analizirali na napravi ABI 3130XL. 
Nukleotidna zaporedja smo analizirali s programskim paketom CodonCode Aligner 
(verzija 6.0.2), kjer smo iskali točna nukleotidna mesta razreza napovedanih tarčnih 
mRNA. 
 
3.10 IDENTIFIKACIJA GENOMSKIH REGIJ, KI SO VIR MALIH RNA 
 
V okviru analize kratkih RNA smo, poleg milRNA, v genomu glive iskali druge regije, 
ki so lahko izvor sRNA. Pri tem smo se osredotočili na ponovljive elemente v genomu, 
kot so transpozoni in retroelementi, ki smo jih v prvem koraku anotirali v genomu glive 
V. nonalfalfae, v drugem koraku pa smo na ta zaporedja poravnali sekvenčne podatke 
kratkih RNA visoko virulentnega in manj virulentnega izolata glive. 
 
3.10.1 Anotacija ponovljivih elementov v genomu glive Verticillium nonalfalfae 
 
Za napoved ponovljivih elementov v genomu glive V. nonalfalfae smo izbrali prosto 
dostopni programski paket Repeat Masker (Smit in sod., 2013), ki v zaporedju DNA 
išče regije znanih ponovljivih elementov, pri čemer uporablja podatke podatkovne 
zbirke Dfam (https://www.dfam.org/home), ki vsebuje zaporedja transpoznov, ter zbirke 
Repbase (https://www.girinst.org/), ki vsebuje zaporedja ponovljivih elementov. Paket 
Repeat Masker smo namestili na lokalni strežnih in anotacijo genoma glive izvedli na 
dva načina; pri prvem smo upoštevali vsa zaporedja ponovljivih elementov vseh 
organizmov, kar smo definirali s pogojem -species all, v drugem načinu pa smo 
omejili izbor na znane ponovljive elemente gliv, kar smo omejili s pogojem –species 
fungi.  
Analizi smo izvedli z ukazoma: 
./RepeatMasker -e ncbi -pa 4 -s -nolow -norna -species all 
-frag 5000 -dir all -a -html -ace -gff -u vert2.fasta 
1>1all.log 2>2all.log  
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./RepeatMasker -e ncbi -pa 4 -s -nolow -norna -species 
fungi -frag 5000 -dir fungi -a -html -ace -gff -u 
vert2.fasta > 1fungi.log 2> 2fungi.log 
Pridobili smo rezultate v obliki datoteke HTML, datoteko formata .align, ki prikazuje 
poravnavo znanih ponovljivih elementov na genom, datoteko ACeDB ter datoteko .gff, 
ki vsebuje podatke o anotacijah, najdenih v preiskovanem genomu. Najdene anotacije 
ponovljivih elementov v genomu glive V. nonalfalfe smo predstavili v obliki 
preglednice. 
 
3.10.2 Kartiranje sekvenčnih podatkov na ponovljive elemente v genomu glive 
 
Regije ponovljivih elementov v genomu glive, ki so potencialni vir sRNA, smo določili 
s prileganjem sekvenčnih podatkov malih RNA osmih podatkovnih setov, pridobljenih s 
sekvenciranjem NGS. Analizo smo izvedli v programskem paketu CLC, kjer smo 
izbrali vtičnik »RNA-seq Analysis«. V pojavem oknu smo izbrali 8 podatkovnih setov 
sekvenciranja malih RNA ter možnost »Batch«, s katero algoritem poravna podatke 
vsakega podatkovnega seta ločeno na anotiran genom. Kot referenco smo uporabili 
genom glive V. nonalfalfae, ki je vseboval informacijo o vseh anotiranih ponovljivih 
elementih v genomu, definiranih v datoteki tipa .gff. Analizo smo izvedli s privzetimi 
parametri in pridobili rezultate v obliki preglednice, ki je zajemala ime ponovljivega 
elementa ter število zaporedij, ki se poravnajo na njegovo zaporedje in vrednost TPM, 
ki poda število poravnanih zaporedij, normaliziranih glede na dolžino zaporedij ter jih 
deli s faktorjem milijon. Prav tako smo pridobili grafični prikaz genoma z anotiranimi 
regijami ponovljivih elementov ter sekvenčnih podatkov, ki se poravnajo na genom. 
Vse regije ponovljivih elementov, ki imajo TPM višji od 100, smo nadaljnje ročno 
pregledali in analizirali s pregledom literature ter rezultate prikazali v obliki preglednice 
Excel.  
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4.1 IZOLACIJA CELOKUPNE RNA IN FRAKCIJE KRATKIH RNA 
 
Glivo V. nonalfalfae smo v ustreznih pogojih gojili v tekočem in na trdnih gojiščih, od 
koder smo pridobili 100 - 150 mg glivnega tkiva, ki smo ga uporabili za izolacijo 
celokupne RNA (poglavje 3.2.2) ter frakcije kratkih RNA (poglavje 3.2.1), krajših od 
200 nt. Celokupno RNA smo izolirali v treh bioloških ponovitvah iz micelija, gojenega 
v CD, micelija, gojenega v XSM (Slika 12) in iz spor obeh patotipov, Rec in T2. Trajni 
micelij smo v ustreznih količinah pridobili samo za izolat T2 (Slika 13), kar smo 
uporabili za izolacijo celokupne RNA v treh bioloških ponovitvah. Kratke RNA smo 
izolirali iz vseh štirih tipov tkiv obeh patotipov, v dveh bioloških ponovitvah, razen v 




Slika 12: Gojenje micelija v tekočem gojišču 




Slika 13: Gojenje trajnega micelija na gojišču PLYA 
Figure 13: Resting mycelia production on PLYA media 
 
Po izolaciji smo vzorcem celokupne RNA izmerili koncentracije s spektrofotometrom 
NanoVue, s katerim smo ocenili tudi čistost vzorcev z meritvami absorbanc svetlobe 
UV pri 280 nm ter pri 230 nm. Prav tako smo koncentracije izmerili z napravo Agilent 
Bioanalyzer, s katero smo lahko določili vrednost RIN, ki poda oceno ohranjenosti 
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izolirane RNA (Preglednica 7). Po pregledu dobljenih koncentracij, vrednosti RIN ter 
pripadajočih elektroforegramov smo ugotovili, da imamo vzorce ustrezne čistosti v 
zadostnih količinah, z izjemo vzorcev RNA, izoliranih iz trajnega micelija izolata T2, 
kjer smo pridobili zelo nizke količine RNA z nizkimi vrednostmi RIN, kar pomeni 
slabšo kakovost RNA, verjetno zaradi kompaktnih struktur trajnega micelija. 
 
Preglednica 7: Izmerjene koncentracije RNA ter vrednosti RIN izoliranih vzorcev celokupne RNA 


















Rec_XSM1 1512 1015 6,5 2,1 2,3 
Rec_XSM2 846 567 6,3 2,1 2,3 
Rec_XSM3 969 697 6,9 2,1 2,3 
T2_XSM1 310 369 8,3 2,1 2,5 
T2_XSM2 446 493 8,4 2,1 2,5 
T2_XSM3 754 561 6,1 2,1 2,5 
Rec_CD1 114 118 7,2 2,1 1,4 
Rec_CD2 90 81 9,8 2,1 2,5 
Rec_CD3 58 74 9,9 2,1 2,5 
T2_CD1 403 539 9,2 2,1 2,5 
T2_CD2 129 178 9,1 2,1 2,5 
T2_CD3 114 149 8,7 2,1 3,5 
Rec_spore1 308 467 7,8 2,0 1,9 
Rec_spore2 324 443 7,4 2,0 1,9 
Rec_spore3 289 300 8,0 2,0 1,9 
T2_spore1 297 577 7,7 2,0 1,9 
T2_spore2 243 444 8,6 2,0 1,9 
T2_spore3 224 408 8,3 2,0 1,9 
T2_trajni1.1 110 128 3,4 1,9 2,4 
T2_trajni1.2 48 42 4,4 1,7 2,7 
T2_trajni2.1 17 3 N/A 1,1 0,5 
T2_trajni2.2 126 148 3,6 2,1 2,5 
T2_trajni3.1 44 3 N/A 1,9 0,5 
T2_trajni3.2 104 52 4,5 1,7 0,9 
T2_trajni4.1 102 62 3,9 1,8 0,8 
T2_trajni4.2 18 0 N/A 1,6 0,5 
N/A – vrednost ni bila uspešno določena 
XSM – vzorec RNA iz micelija, gojenega v ksilem simulirajočem gojišču 
CD – vzorec RNA micelija, gojenega v gojišču Czapek Dox 
spore – vzorec RNA iz spor 
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Koncentracije izoliranih kratkih RNA smo izmerili z napravo Agilent Bioanalyzer, s 
katero smo določili delež milRNA v vzorcih z omejitvijo dolžine analiziranih RNA na 
regijo od 10 do 40 nt. Prav tako smo koncentracijo milRNA v vzorcih izmerili s 
fluorometrom Qubit (Preglednica 8). Pri vseh vzorcih smo pridobili zadostne količine 
sRNA oziroma milRNA, ki so potrebne za določanje zaporedij s pristopom NGS. 
 
Preglednica 8: Izmerjene koncentracije milRNA v vzorcih izoliranih kratkih RNA 
Table 8: Concentrations of milRNA in samples of isolated short RNA fraction  
Vzorec Koncentracija 
milRNA, izmerjena 








Qubit [ng/ µL] 
Rec_1_XSM 21,2 59 20,0 
Rec_2_XSM 11,4 53 16,3 
T2_1_XSM 14,5 39 28,2 
T2_2_XSM 34,1 52 86,6 
Rec_1_CD 9,7 52 27,4 
Rec_2_CD 5,5 43 15,9 
T2_1_CD 9,9 42 35,2 
T2_2_CD 4,2 26 33,2 
R9_1_spore 7,7 35 33,6 
R9_2_spore 3,7 19 18,4 
T2_1_spore 11,8 52 22,4 
T2_2_spore 12,1 50 24,6 
Rec_trajni 4,7 62 21,0 
T2_trajni 1,9 20 23,2 
 
 
4.2 IDENTIFICIRANI PROTEINI AGO, DCL IN RdRP V GENOMU GLIVE 
Verticillium nonalfalfae 
 
Glavne komponente mehanizma RNAi smo identificirali z bioinformacijskim 
pristopom, ki je zajemal analizo BLAST ter ročno urejanje in strukturno analizo 
homolognih genskih modelov. V naslednjem koraku smo izražanje identificiranih 
proteinov glive V. nonalfalfae potrdili z ekspresijsko analizo RT-qPCR, s katero smo 
preverili tudi raven izražanja genov in-planta v okuženih rastlinah hmelja. 
 
4.2.1 Identifikacija proteinov AGO, DCL in RdRP 
 
Homologe proteinov AGO, DCL in RdRP smo v genomu glive V. nonalfalfae 
identificirali z analizo BLAST v programskem paketu CLC, kjer smo poravnali vsa 
zbrana glivna aminokislinska zaporedja proteinov AGO, DCL in RdRP na anotiran 
glivni genom. Vse najboljše poravnave za posamezno skupino proteinov z najvišjimi 
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vrednostmi HSP so se nahajale znotraj zaporedij anotiranih genskih modelov, ki smo jih 
nato v naslednjem koraku ročno uredili glede na rezultate BLAST ter glede na 
mapiranje podatkov RNA-seq na izbrane genske modele (Slika 14). Pri tem smo 
določili kodona START in STOP ter položaj in število intronov znotraj posameznega 
genskega modela.  
 
 
Slika 14: Prikaz ročnega urejanja genskega modela chr3_604, ki je bil identificiran kot DCL glive 
V. nonalfalfae 
Podrobneje je prikazana določitev mesta introna znotraj zaporedja gena, ki potrjuje GU/AG pravilo izreza 
introna. 
Figure 14: Representation of manual curation of the gene model chr3_604, identifed as the V. 
nonalfalfae DCL protein 
Shown in detail is the accurate determination of the intron confirming GU/AG splice site. 
Ročno urejena zaporedja brez zaporedij intronov smo z orodjem OFRfinder prevedli v 
aminokislinska zaporedja in določili celotna kodirajoča zaporedja genskih modelov. Na 
ta način smo v genomu glive V. nonalfalfae identificirali dva proteina AGO, dva DCL 
ter dve RdRP. Geni se med seboj razlikujejo v dolžini, številu intronov in dolžini 
proteinskega produkta (Preglednica 9). Proteine, ki se prevedejo iz posameznega gena, 
smo poimenovali z oznako »Vna«, ki definira organizem, ter z oznako proteina in 
zaporedno številko proteina posamezne skupine. 
 
V naslednjem koraku smo v aminokislinskih zaporedjih identificiranih proteinov 
določili ohranjene domene, značilne za proteine RNAi (Slika 15). V obeh proteinih 
AGO smo določili tipične ohranjene domene ArgoN (PF16486), ki se nahaja na N-
terminalnem delu proteina, DUF (SM01163), PAZ (PF02170) ter PIWI (PF02170) na 
C-terminalnem koncu proteina. Pri obeh proteinih DCL, VnaDCL1 in VnaDCL2, smo 
identificirali ohranjene domene DExD (PF00270) na N-terminalnem koncu, helikazo C 
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(PF00271), ki ji sledi domena Dicer_dimerisation (PF03368), ter dve ribonukleazi III 
(PF00636). V zaporedju proteinov RdRP smo določili tipično ohranjeno domeno RdRP 
(PF05138). 
 
Preglednica 9: Identificirane komponente RNAi glive V. nonalfalfae 
Table 9: Identified RNAi components of the V. nonalfalfae fungi 
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Slika 15: Struktura identificiranih proteinov RNAi glive V. nonalfalfae s tipičnimi ohranjenimi 
domenami 
 a – VnaAGO1; b – VnaAGO2; c – VnaDCL1; d – VnaDCL2; e – VnaRdRP1; f – VnaRdRP2 
Figure 15: Structure of the identified V. nonalfalfae RNAi proteins with typical conserved domains  
a – VnaAGO1; b – VnaAGO2; c – VnaDCL1; d – VnaDCL2; e – VnaRdRP1; f – VnaRdRP2 
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Medsebojna primerjava nukleotidnih zaporedij genov ter aminokislinskih zaporedij 
obeh AGO, obeh DCL in obeh RdRP je razkrila, da si na ravni DNA identificirane 
komponente RNAi glive V. nonalfalfae ne delijo podobnosti oziroma fragmentov 
identičnih regij, na ravni proteinov pa imajo med 17 % in 23 % identičnosti v zaporedju 
aminokislin. Zaporedja vseh šestih identificiranih genov RNAi glive V. nonalfalfae smo 
predložili v podatkovno zbirko GenBank, z akcesijskimi številkami MK015618-
MK015623. 
 
4.2.2 Analiza polimorfizmov SNP 
 
V programskem paketu CLC smo z vtičnikom »Basic Variant Detection« pregledali 
zaporedja identificiranih genov RNAi pri šestih različnih izolatih glive V. nonalfalfae 
ter iskali spremembe posameznih nukleotidov ter njihov vpliv na funkcijo genov 
oziroma njihovih proteinskih produktov. Z analizo smo identificirali samo eno 
spremembo SNP v zaporedju gena VnaRdRP2 pri manj virulentnem izolatu 1953 (Slika 
16). Gre za zamenjavo timina s citozinom na poziciji 1778 v nukleotidnem zaporedju 
prvega eksona gena. Rezultat SNP je konzervativna sprememba aminokisline iz lizina v 
prolin na mestu 593 aminokisline v zaporedju proteina, ki pa predvidoma ne spremeni 
strukture ali funkcije identificiranega proteina. 
 
 
Slika 16: Sprememba posameznega nukleotida, detektirana v zaporedju gena VnaRdRP2, prisotna 
v manj virulentnem izolatu 1953 
Zamenjava T v C na mestu 1778 rezultira v zamenjavi kodona lizina v kodon prolina. 
Figure 16: The single nucleotide polymorphism detected in the gene sequence of VnaRdRP2 was 
present in the less virulent isolate 1953  
The T to C substitution at position 1778 resulted in a codon change from lysine to proline. 
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4.2.3 Potrditev izražanja identificiranih komponent RNAi glive Verticillium 
nonalfalfae 
 
Da bi potrdili izražanje identificiranih proteinov RNAi glive V. nonalfalfae ter njihovo 
morebitno vlogo v razvoju in patogenosti glive, smo izvedli ekspresijsko analizo RT-
qPCR v sporah ter dveh tipih micelija glive pri obeh patotipih, s specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi ter z izračunom ravni izražanja genov z metodo ΔΔCq (poglavje 3.3.5). 
Dodatno smo ekspresijsko analizo izvedli v hmelju, okuženim z izolatom T2, da bi 
določili pomen mehanizma RNAi glive V. nonalfalfae med okuževanjem hmelja. 
 
4.2.3.1 Ekspresijska analiza genov RNAi v glivi 
 
Izražanje genov RNAi glive V. nonalfalfae smo uspešno potrdili, saj je bilo vseh šest 
identificiranih genov izraženih v obeh preiskovanih glivnih tkivih, to sta micelij, gojen 
v gojišču XSM, ter spore (Slika 17). Vendar se je raven izražanja genov razlikovala med 
manj virulentnim izolatom Rec ter visoko virulentnim izolatom T2. Najvišjo raven 
relativnega izražanja genov AGO, DCL in RdRP smo določili v miceliju izolata T2, 
gojenem v XSM, kjer vsi geni kažejo povišano raven izražanja v primerjavi z 
micelijem, gojenim v gojišču CD. V primeru gena VnaRdRP1 je bila raven izražanja 
17-krat višja, pri ostalih genih pa je bila ekspresija povečana 2- do 8,4-krat v primerjavi 
z izražanjem genov v miceliju, gojenem v CD (Priloga I). 
 
 
Slika 17: Raven izražanja genov RNAi glive V. nonalfalfae v miceliju, gojenem v XSM, ter v sporah 
visoko virulentnega izolata T2 ter manj virulentnega izolata Rec  
Rezultati so prikazani kot razlike v izražanju v primerjavi z izražanjem v miceliju, gojenem v gojišču CD, 
ki nam je skužil kot endogena kontrola izražanja. 
Figure 17: Expression levels of the V. nonalfalfae RNAi genes in mycelia XSM and in conidia of the 
highly virulent T2 and less virulent Rec pathotypes  
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V miceliju, gojenem v XSM, manj virulentnega izolata Rec pa sta imela samo gena 
VnaRdRP1 in VnaRdRP2 nekoliko povišano raven izražanja v primerjavi z izražanjem 
v miceliju, pridobljenem iz gojišča CD. Pri ostalih genih pa je bilo izražanje nižje v 
primerjavi z endogeno kontrolo. Prav tako je bilo izražanje vseh genov v sporah T2 in 
Rec nižje v primerjavi z izražanjem v miceliju CD. 
 
4.2.3.2 Ekspresijska analiza genov RNAi v okuženem hmelju 
 
V naslednjem koraku smo analizirali izražanje glivnih genov RNAi v dveh kultivarjih 
hmelja, v občutljivem kultivarju Celeia, dovzetnem za okužbo z glivo, ter v odpornem 
kultivarju Wye Target, ki sta bila predhodno okužena z visoko virulentnim izolatom 
glive T2. Izražanje smo preverili v vzorcih korenin in stebel hmelja, kjer smo opazili 
različne ravni izražanja posameznih glivnih genov (Slika 18). Relativno raven izražanja 
genov RNAi smo izračunali glede na izražanje genov v miceliju visoko virulentnega 
patotipa T2, gojenem v gojišču CD. 
 
 
Slika 18: Raven izražanja genov RNAi glive V. nonalfalfae v občutljivem kultivarju hmelja Celeia 
ter odpornem kultivarju Wye Target, okuženima z visoko virulentnim patotipom glive T2  
Rezultati so prikazani kot razlike v izražanju v primerjavi z izražanjem v miceliju glive T2, gojenem v 
gojišču CD, ki nam je služil kot endogena kontrola izražanja. 
Figure 18: Expression levels of the V. nonalfalfae RNAi genes in susceptible cultivar Celeia and in 
resistant cultivar Wye Target, infected with highly virulent fungal pathotype T2  
The results are shown as fold-change relative to the level of expression in the mycelia grown in CD of teh 
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V steblih občutljivega kultivarja Celeia so bili vsi glivni geni RNAi močno izraženi, z 
ravnmi izražnja 3,4- do 30,1-krat višji kot v miceliju gojenem v CD izolata T2 (Priloga 
J). Po drugi strani pa smo v steblih odpornega kultivarja Wye Target povišanje v 
izražanju genov določili zgolj za VnaDCL2 in VnaRdRP1, ki sta imela 10,3-krat in 34-
krat višjo raven izražanja v primerjavi z micelijem CD izolata T2. V tem vzorcu gen 
VnaAGO1 ni bil izražen, VnaAGO2 pa je imel 2,5-krat višje izražanje. V koreninah 
obeh kultivarjev so bili preiskovani geni RNAi diferencialno izraženi, pri čemer so 
imeli najvišje ravni izražanja geni VnaDCL1 ter oba gena RdRP. V primeru genov 
AGO, je bil v odpornem kultivarju povišano izražen gen VnaAGO1 (9,4-krat višje 
izražanje kot v miceliju T2, gojenem v CD). V občutljivem kultivarju pa gen VnaAGO1 
ni bil izražen, VnaAGO2 pa je imel nižje izražanje v primerjavi z endogeno kontrolo. 
 
4.3 FILOGENIJA RASTLINAM PATOGENIH GLIV NA RAVNI KOMPONENT 
RNAi 
 
S filogenetsko analizo smo želeli določiti odnose med rastlinam patogenimi glivami na 
ravni evolucijsko ohranjenega mehanizma oziroma komponent RNAi. Celotna 
zaporedja proteinov AGO, DCL in RdRP izbranih rastlinam patogenih askomicetnih 
gliv in dveh predstavnic bazidiomicet smo pridobili iz podatkovnih zbrik NCBI in 
UniProtKB. Aminokislinska zaporedja posameznih skupin proteinov smo poravnali z 
algoritmom MUSCLE ter dizajnirali filogenetsko drevo »neighbour-joining« po analizi 
z metodo največjega verjetja (ang. maximum likelihood ). 
 
Filogenetsko drevo za skupino proteinov AGO (Slika 19, a) je vsebovalo dve skupini 
proteinov, ki predstavljata askomicetna proteina AGO1 in AGO2. Predstavnika 
bazidiomicet ter Schizosaccharomyces pombe so divergirali v ločene skupine, saj s 
proteini AGO askomicetnih rastlinam patogenih gliv delijo manj kot 34 % podobnosti 
(Priloga K).V skupini proteinov AGO1 se je identificiran protein VnaAGO1 združil v 
podskupino s proteinoma XP 00300561.1 glive V. alfalfae ter XP 009657937.1 glive V. 
dahliae, s katerima deli 91,9 % ter 98,6 % podobnosti v aminokislinskem zaporedju. 
Gruča Hypocreomycetidae je vsebovala več proteinov taksonomsko sorodnih gliv, ki s 
proteinom VnaAGO1 delijo med 44,4 % ter 58,9 % podobnosti. Skupina proteinov 
AGO2 je vsebovala proteine podobne proteinu QDE-2 glive N.crassa, pri čemer so 
proteini AGO rastlinam patogenih gliv V. nonalfalfae, C. graminicola, F. graminearum, 
F. oxysporum, N. haematoccoca ter A. chrysogenum tvorili gručo Hypocreomycetidae, 
kjer si delijo med 46,3 % ter 59,8 % podobnosti na ravni aminokislinskega zaporedja. 
Znotraj gruče je protein VnaAGO2 s proteinom XP 009648711.1 glive V. dahliae, s 
katerim si deli 95,9 % podobnosti, tvoril tipično podskupino Verticillium.  
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Identificirana proteina VnaDCL1 in VnaDCL2 sta se klastirala v dve ločeni skupini, ki 
sta predstavljali glivne proteine DCL1 in DCL2 (Slika 19, b). V skupini DCL1 je 
protein VnaDCL1 tvoril podskupino s proteinoma gliv V. dahliae ter V. alfalfae 
(proteina XP 009650143.1 ter XP 003009179.1), ki si delijo okoli 95 % podobnosti na 
ravni zaporedja aminokislin. V gruči Hypocreomycetidae je protein VnaDCL1 pripadal 
skupini bolj sorodnih gliv, ki spadajo v enak taksonomski red. Podobnost med proteini v 
skupini se je gibala med 47,9 % ter 60,7 %. Proteini DCL2 gruče Hypocreomycetidae 
niso delili večje podobnosti, ki je bila nižja od 50 %.  
 
Filogenetsko drevo, izdelano na podlagi analize zaporedij proteinov RdRP, se je 
razdelilo v pet ločenih skupin proteinov (Slika 19, c). Dve skupini sta vsebovali 
identificirana proteina VnaRdRP1 ter VnaRdRP2. Preostale skupine so predstavljale 
vrste gliv, ki vsebujejo tri ali več proteinov RdRP. V skupini proteinov RdRP1 so bili v 
gručo združeni proteini gliv podrazreda Hypocreomycetidae, katerih podobnosti se 
gibljejo okoli 48 % (Priloga K). Znotraj gruče so bili proteini gliv V. nonalfalfae, V. 
dahliae ter V. alfalfae združeni v podskupino proteinov, ki si delijo več kot 88 % 
podobnosti na ravni zaporedja aminokislin. Prav tako je identificirani protein 
VnaRdRP2 tovril podskupino s proteinoma XP 009655407.1 glive V. dahliae ter XP 
003003645.1 glive V. alfalfae. S podobnostmi, ki se gibljejo med 29,7 % ter 35,2 %, je 
protein VnaRdRP2 spadal v gručo RdRP2 gliv Hypocreomycetidae. 
 
V vseh gručah Hypocreomycetidae za proteine AGO, DCL in RdRP, kamor spadajo 
askomicetne glive podrazreda Hypocreomycetidae, so se proteini glive Colletotrichum 
graminicola, ki je predstavnica družine gliv Glomerellaceae, združili s podskupino gliv 
Verticillium. Podobnost na ravni zaporedja aminokislin preiskovanih proteinov gliv 
Verticillium ter C. graminicola se je gibala med 48,7 % ter 60,7 % (Priloga K). Na 
podlagi zaporedij proteinov so glive Verticillum ter C. graminicola tvorile gručo 
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Slika 19: Filogenija proteinov AGO, DCL in RdRP izbranih rastlinam patogenih gliv z identificiranimi proteini RNAi glive V. nonalfalfae  
a – filogenetsko drevo proteinov AGO; b – filogenetsko drevo proteinov DCL; c – filogenetsko drevo proteinov RdRP 
Figure 19: Phylogeny of the AGO, DCL and RdRP proteins for the selected pathogenic plant fungi, including newly identified V. nonalfalfae RNAi proteins  
a – AGO phylogenetic tree; b – DCL pyhlogenetic tree; c – RdRP pyhlogenetic tree
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4.4 DOLOČANJE ZAPOREDIJ MALIH RNA 
 
4.4.1 Izdelava sekvenčnih knjižnic cDNA 
 
Frakcijam kratkih RNA, izoliranih iz različnih tkiv manj virulentnega in visoko 
virulentnega izolata glive V. nonalfalfae, smo določili nukleotidna zaporedja s 
sekvenatorjem Ion Proton. Izbrali smo po eno najboljšo biološko ponovitev z najvišjo 
koncentracijo milRNA, določeno z napravo Agilent Bioanalyzer, za vsak vzorec in 
izdelali sekvenčne knjižnice cDNA, po priloženem protokolu. Skupaj smo sekvencirali 
osem vzorcev kratkih RNA (Preglednica 10). Za pripravo sekvenčnih knjižnic smo 
določili količino milRNA v 3 µL vzorca, ki smo jih uporabili v reakciji ligacije 
adapterjev in dodajanja specifičnih označevalnih barkod. 
 
Preglednica 10: Vzorci, uporabljeni za izdelavo sekvenčnih knjižnic 

















ligirane na RNA 
1 Rec_1_XSM 21,2 59 63 IonXpressRNA_001 
2 T2_2_XSM 34,1 52 102 IonXpressRNA_002 
3 Rec_1_CD 9,7 52 29 IonXpressRNA_003 
4 T2_1_CD 9,9 42 30 IonXpressRNA_004 
5 Rec_1_spore 7,7 35 23 IonXpressRNA_005 
6 T2_2_spore 12,1 50 36 IonXpressRNA_006 
7 Rec_trajni 4,7 62 14 IonXpressRNA_007 
8 T2_trajni 1,9 20 6 IonXpressRNA_008 
 
Izdelane knjižnice cDNA smo po navodilih proizvajalca analizirali na napravi Agilent 
Bioanalyzer, kjer smo določili molarnost vzorcev. Pri tem smo omejili analizo 
fragmentov na dve regiji, od 50 do 300 bp ter od 94 do 114 bp, kar nam je omogočilo 
določitev deleža milRNA z ligiranima sekvenčnim adapterjem in specifično barkodo, 
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Slika 20: Rezultati analize cDNA knjižnice z napravo Agilent Bioanalyzer vseh osmih vzorcev glive  
Z oznako * smo označili regijo cDNA produktov. 
Figure 20: Results of the cDNA library analysis for the eight fungal samples using Agilent 
Bioanalyzer  
With the sign * the regions of cDNA fragments were marked. 
 
Pri vseh osmih vzorcih, ki smo jim želeli določiti zaporedja sRNA s pristopom NGS, 
smo pridobili cDNA zaporedja ustreznih dolžin okoli 100 bp (Slika 20), kar je 
povprečna dolžina milRNA z ligiranima sekvenčnima adapterjema in specifično 
barkodo. Po analizi z napravo Agilent Bioanalyzer smo določili visoke koncentracije 
milRNA preko 200 nM v vseh osmih vzorcih cDNA (Preglednica 11), z izjemo vzorca 
T2_trajni, kjer je bila že količina izolirane RNA najnižja (10,8 nM). Z analizo smo 
določili delež ligiranih milRNA z izračunom razmerja regij pod krivuljo (Preglednica). 
V povprečju je bil delež ligiranih milRNA proti ostalim RNA, kot sta tRNA in rRNA v 
vzorcih kratkih RNA, okoli 35 %. Glede na navodila proizvajalca lahko v tem primeru 
po določanju nukleotidnih zaporedij pričakujemo določen delež zaporedij tRNA in 
rRNA v pridobljenih sekvenčnih odčitnih malih RNA. Idealno razmerje je sicer nad 50 
% ligiranih miRNA. 
 
Preglednica 11: Molarna koncentracija izdelanih knjižnic cDNA z razmerjem ligiranih milRNA 
proti vsem kratkim RNA 
Table 11: Molar concentration of the cDNA libraries with the ratio of ligated milRNAs compared 






krivuljo od  
50 do 300 
bp 
Regija pod 
krivuljo od 94 









1 Rec_XSM 354,6 107,8 30 246,9 246900 
2 T2_XSM 536,6 273,1 51 430,2 430200 
3 Rec_CD 469,5 161,0 34 298,0 298000 
4 T2_CD 304,4 184,8 61 249,9 249900 
5 Rec_spore 508,0 199,8 39 345,1 345100 
6 T2_spore 392,3 155,3 40 310,3 310300 
7 Rec_trajni 481,3 154,2 32 368,0 368000 
8 T2_trajni 11,4 9,3 82 10,8 10800 
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4.4.2 Združevanje vzorcev in izdelava sekvenčne matrice 
 
Na enem sekvenčnem pol-prevodnem čipu smo želeli sekvencirati štiri vzorce izoliranih 
kratkih RNA, označenih s specifičnimi barkodami, zato smo združili izdelane cDNA 
knjižnice za vsak izolat glive. Glede na izmerjene visoke koncentracije cDNA 
(Preglednica 11) smo vzorce zaporedno redčili na 1000 pM ter nato na 100 pM. Nato 
smo združili enake deleže 100 pM redčitev vzorcev in izdelali dve sekvenčni matrici s 
koncentracijo 11 pM, matrico Rec ter matrico T2. Izdelani matrici smo amplificirali v 
napravi One Touch in pomnožene knjižnice analizirali s fluorometrom Qubit. S 
komercialnim kompletom Ion Sphere™ Quality Control Kit (Thermo Fisher Scientific) 
smo določili delež sekvenčnih kroglic, ki vsebujejo vezan po en fragment cDNA (ang. 
percent templated ion sphere particles). V sekvenčni matrici Rec je bil delež kroglic z 
vezano cDNA 17,9 %, v sekvenčni matrici T2 pa 19,4 %, kar je v optimalnem rangu 
med 10 in 25 %, kot je zahtevano s strani proizvajalca. 
 
4.4.3 Sekvenciranje z napravo Ion Proton 
 
Zaporedno smo z eno inicializacijo sekvenatorja Ion Proton določili zaporedja RNA 
vseh osmih vzorcev, združenih v dve matrici, ki smo jih uspešno naložili na sekvenčna 
čipa. V primeru matrice Rec smo pridobili 49,530,421 uporabnih določenih zaporedij 
kratkih RNA (Slika 21), v primeru matrice T2 pa 40,555,188 uporabnih zaporedij (Slika 
22). V primeru sekvenciranja matrice T2 smo bili nekoliko manj uspešni pri nalaganju 
vzorca na sekvenčni čip (70 % čipa je vsebovalo matrico), zato smo posledično pridobili 
nižje število sekvenčnih odčitkov, kot pri sekvenciranju vzorcev Rec. 
 
 
Slika 21: Povzetek sekvenciranja matrice Rec  
Vrednost »Final Library ISPs« prikazuje število uporabnih zaporedij RNA 
Figure 21: Sequencing summary for the Rec template  
The »Final Library ISPs« value marks the number of useful RNA reads 
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Slika 22: Povzetek sekvenciranja matrice T2 
Vrednost »Final Library ISPs« prikazuje število uporabnih zaporedij RNA 
Figure 22: Sequencing summary for the T2 template  
The »Final Library ISPs« value marks the number of useful RNA reads 
 
Sekvenčne odčitke smo izvozili v obliki datotek BAM za vsak posamezen vzorec, ločen 
glede na uporabljeno specifično barkodo v postopku izdelave knjižnice (Preglednica 
11). V povprečju smo za vsak vzorec pridobili 10 milijonov odčitkov oziroma 
zaporedij. Podatke smo pretvorili v datoteke formata FASTQ in FASTA, ki smo jih 
uporabili v nadaljnjih analizah. Podatke smo predložili tudi v arhiv NCBI Sequence 
Read Archive SRA (SRA) in so dostopni preko akcesijske številke PRJNA624041. 
 
4.5 ANALIZA PRIDOBLJENIH SEKVENČNIH PODATKOV 
 
V prvem koraku analize surovih sekvenčnih podatkov smo preverili parametre 
kakovosti pridobljenih zaporedij z orodjem fastqc ter izvedli osnovne statistične analize 
v programu Excel. Slika 23 prikazuje dolžine pridobljenih zaporedij kratkih RNA za 
vsak vzorec oziroma podatkovni set, po odstranitvi zaporedij sekvenčnega adapterja in 
specifičnih barkod. Dolžine odčitkov za vse vzorce so se gibale v povprečju med 10 in 
40 nt, z vrhovi, ki prikazujejo število določenih zaporedij, pri okoli 15 nt ter pri 30 nt.  
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Slika 23: Porazdelitev zaporedij glede na dolžino za vsak podatkovni set  
Na osi X je prikazana dolžina v bp, na osi Y pa število zaporedij; zgornja vrstica od leve proti desni: 
Rec_XSM, Rec_CD, Rec_spore, Rec_trajni; spodnja vrstica od leve proti desni:  T2_XSM, T2_CD, 
T2_spore in T2_trajni. 
Figure 23: Length distribution of sequences for each data set  
The lenght in bp is shown on the X axis and the number of sequences on Y axis;  upper row from left to 
right: : Rec_XSM, Rec_CD, Rec_spore, Rec_trajni; lower row from left to right: T2_XSM, T2_CD, 
T2_spore in T2_trajni. 
 
Z ukazom fastx_collapser smo v naslednjem koraku združili vsa enaka 
zaporedja, da smo pridobili unikatna zaporedja za vsak podatkovni set ter za združena 
podatkovna seta Rec_all in T2_all, ki sta vsebovala vsa določena nukleotidna zaporedja 
posameznega patotipa glive V. nonalfalfae. Za večino vzorcev se je delež unikatnih 
zaporedij v povprečju gibal pri 18 % (Preglednica 12), razen v primeru vzorcev 
Rec_trajni in T2_trajni, kjer je bilo število vseh določenih zaporedij po sekvenciranju 
nižje kot pri ostalih vzorcih (Slika 24). 
 
Preglednica 12: Število vseh določenih in unikatnih zaporedij posameznega vzorca oziroma 
podatkovnega seta 








Rec_XSM 9700277 2526947 26 
Rec_CD 10360750 2322612 22 
Rec_spore 12804008 2090161 16 
Rec_trajni 8359143 1161372 14 
T2_XSM 8595353 1510766 18 
T2_CD 4387811 912222 21 
T2_spore 10468293 1572551 15 
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Slika 24: Število vseh določenih zaporedij ter število unikatnih zaporedij znotraj posameznega 
vzorca oziroma podatkovnega seta 
Figure 24: Number of all sequenced reads and the number of unique reads for each sample/data set 
 
4.5.1 Delež zaporedij tRNA/rRNA/sn-snoRNA v sekvenčnih podatkih 
 
Preko primerjave zaporedij vsakega podatkovnega seta s podatkovno zbirko Rfam smo 
določili deleže nekodirajočih tRNA, rRNA in sn-snoRNA, ki jih v postopkih napovedi 
potencialnih miRNA izvzamemo iz nadaljnjih analiz. Delež zaporedij tRNA/rRNA/sn-
snoRNA v posameznih vzorcih ne presega 7 % v primerjavi s številom vseh s 
sekvenciranjem NGS določenih zaporedij sRNA, krajših od 200 nt (Preglednica 13). Od 
tega najmanjši delež predstavljajo sn-snoRNA, večji delež pa strukturne tRNA in rRNA 
(Slika 25). 
 
Preglednica 13: Delež tRNA/rRNA/sn-snoRNA v posameznem podatkovnem setu 
Table 13: Percent of tRNA/rRNA/sn-snoRNA sequences in each data set 








Rec_XSM 9700277 499837 5,2 
Rec_CD 10360750 542831 5,2 
Rec_spore 12804008 684176 5,3 
Rec_trajni 8359143 258592 3,1 
T2_XSM 8595353 562534 6,5 
T2_CD 4387811 256280 5,8 
T2_spore 10468293 665576 6,4 





























Vzorec glive Verticillium nonalfalfae 
Vsa zaporedja Unikatna zaporedja
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Slika 25: Delež tRNA, rRNA in sn-snoRNA zaporedij v posameznem podatkovnem setu 
Figure 25: The share of tRNA, rRNA and sn-snoRNA in each data set 
 
4.6 IDENTIFIKACIJA GLIVNIH milRNA 
 
Napoved milRNA glive V. nonalfalfe smo izvedli z več programskimi paketi, izmed 
katerih nobeden ni specifičen za napovedovanje glivnih milRNA. Uporabili smo štiri 
programske pakete, opisane v poglavju 3.6.5, ki smo jih izvedli na vseh podatkovnih 
setih kratkih RNA, pridobljenih s sekvenciranjem NGS. Izmed štirih programskih 
paketov so trije napovedali omejeno ali večje število kandidatnih milRNA, s 
programskim paketom miR-PREFeR pa nismo uspeli pridobiti potencialnih 
prekurzorjev ali zrelih milRNA. 
 
4.6.1 Identifikacija milRNA s programskim paketom ShortStack 
 
Analizo s programom smo izvedli na osmih ločenih podatkovnih setih ter na združenih 
podatkovnih setih za glivni izolat Rec ter za izolat T2. Pridobili smo rezultate v obliki 
tekstovnih datotek, ki so vsebovale podatke o vseh lokusih, ki so prestali različne ravni 
analize ter bili vključeni v naslednjo stopnjo analize z vtičnikom »MIRNA« (analiza 
napove kandidatne prekurzorje miRNA), v kateri je posamezni lokus pridobil specifično 
kodo, ki definira, ali gre za miRNA oziroma na kateri ravni analize zaporedje ni prestalo 
testa. Kot miRNA so definirani lokusi z identifikatorjem Y, vendar v nobenem izmed 
podatkovnih setov ter v združenih podatkih tovrstnih lokusov nismo uspeli identificirati. 
Nadaljnje smo iskali lokuse, označene z identifikatorjem N15, ki definira potencialne 
miRNA. Pri tem smo omejili dolžino lokusa med 18 in 30 nt, kar je tipična dolžina 


































Vzorec glive Verticillium nonalfalfae 
tRNA rRNA sn-snoRNA
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Po analizi smo pridobili omejeno število lokusov z identifikatorjem N15 pri vsakem 
podatkovnem setu, skupno 59 potencialnih milRNA (Priloga L). Od tega smo večje 
število potencialnih milRNA, skupaj 36, identificirali pri visoko virulentnem patotipu 
T2. Od skupno 59 identificiranih milRNA lokusov je bilo 57 lokusov specifičnih za 
vsak vzorec oziroma podatkovni set, lokus z genomskimi koordinatami »chr-
unplaced:418732-418749« pa je prisoten v vzorcu Rec_XSM in v združenih podatkih 
Rec_all. Na 12 identificiranih lokusov se poravna 10 ali več z NGS določenih zaporedij 
kratkih RNA. 
 
4.6.2 Identifikacija milRNA s programskim paketom miRDeep2 
 
Identifikacijo potencialnih milRNA smo preliminarno izvedli na obeh združenih setih 
podatkov, Rec_all in T2_all, s čimer smo pridobili rezultate v obliki datoteke HTML, ki 
je vsebovala tabelo vseh identificiranih prekurzorjev milRNA glive V. nonalfalfe, 
zaporedja zrelih milRNA, zaporedja komplementarne milRNA* ter parametre 
rangiranja po algoritmu miRDeep2 (Friedländer in sod., 2012). Skupno smo v 
podatkovnem setu Rec_all identificirali 9 potencialnih milRNA, v podatkovnem setu 
T2_all pa 14 kandidatov. Nato smo analizo izvedli na osmih ločenih podatkovnih setih 
oziroma vzorcih in pri vseh pridobili omejeno število potencialnih milRNA, pri čemer 
smo največje število prekurzorjev identificirali v vzorcu Rec_XSM. Skupno smo s 
programskim paketom miRDeep2 identificirali 63 potencialnih milRNA (Priloga M), od 
tega največje število, 23 prekurzorjev, v podatkovnem setu Rec_XSM, skupaj pa smo v 
vzorcih izolata Rec identificirali 37 potencialnih milRNA. Vzorci oziroma podatkovni 
seti visoko virulentnega izolata T2 so vsebovali manj identificiranih prekurzorjev, to je 
26 potencialnih milRNA. Med vzorci znotraj patotipa ali pri primerjavi potencialnih 
milRNA med patotipoma ni bilo podobnosti oziroma podvojenih milRNA, vseh 63 
identificiranih prekurzorjev je bilo unikatnih, specifičnih za posamezen vzorec. 
 
4.6.3 Identifikacija milRNA s programskim paketom MIReNA 
 
S programskim paketom MIReNA smo izvedli napoved glivnih milRNA na obeh 
združenih vzorcih zaporedij ter na osmih ločenih podatkovnih setih, za izolat Rec ter za 
izolat T2. Rezultate smo pridobili v obliki tekstovne datoteke, ki je vsebovala 
nukleotidna zaporedja napovedanih prekurzorjev z označenim kromosomom, kjer leži 
zaporedje prekurzorja, ter položajem zrele milRNA znotraj prekurzorja. Z analizo smo 
identificirali 156 potencialnih prekurzorjev milRNA (Priloga N), od tega 103 
prekurzorje pri izolatu Rec ter 53 prekurzorjev pri izolatu T2. V združenem vzorcu 
Rec_all smo identificirali 34 prekurzorjev milRNA, v vzorcu T2_all pa 15. Izmed 
napovedanih potencialnih prekurzorjev se je 14 prekurzorjev pojavilo v več kot enem 
podatkovnem setu. Ker smo z algoritmom MIReNA pridobili največje število 
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potencialnih prekurzorjev izmed vseh uporabljenih programskih paketov, smo nadaljnje 
analize izvedli na rezultatih slednjega.  
Za vsak prekurzor smo zato v naslednjem koraku določili genomske koordinate ter 
izpisali zaporedje zrele milRNA ter rezultate zbrali v obliki preglednice, kamor smo 
nato dodajali ostale potrebne podatke za izbor kandidantih prekurzorjev za potrjevanje 
izražanja z RT-qPCR. 
 
Izpis rezultata programskega paketa MIReNA (prikazani so rezultati analize 























4.7 ANALIZA IN IZBOR milRNA 
 
Kandidatne prekurzorje (skupaj 27 prekurzorjev) oziroma zrele milRNA smo izbrali z 
izvedbo dodatnih analiz na zaporedjih vseh potencialnih prekurzorjev, napovedanih s 
programskim paketom MIReNA. Pri tem smo z analizo BLASTX določili, ali se 
napovedani prekurzorji nahajajo v kodirajočih regijah proteinov glive V. nonalfalfae. Z 
analizo smo določili, da se skupno 113 napovedanih prekurzorjev nahaja v kodirajočih 
regijah proteinov, od tega 75 prekurzorjev izolata Rec ter 38 prekurzorjev izolata T2. 
Podatek o izvoru milRNA smo zabeležili v izdelano preglednico 14. 
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Slika 26: Sekundarne strukture identificiranih in potrjenih milRNA glive V. nonalfalfae  
a – vna-miR-1; b – vna-miR-2; c – vna-miR-3; d – vna-miR-4; e – vna-miR-5; f – vna-miR-6; g – vna-
miR-7; h – vna-miR-8; i – conserved-miR-7044 
Figure 26: Secondary structures of identified and validated V. nonalfalfae fungal milRNAs  
a – vna-miR-1; b – vna-miR-2; c – vna-miR-3; d – vna-miR-4; e – vna-miR-5; f – vna-miR-6; g – vna-
miR-7; h – vna-miR-8; i – conserved-miR-7044 
 
Nato smo prekurzorje ponovno zvili v sekundarne strukture s spletnim orodjem 
mFOLD, s čimer smo pridobili rezultate v obliki datotek PDF vsakega prekurzorja, ki 
so prikazovale strukturo prekurzorja ter prosto energijo zvite sekundarne strukture 
(Slika 26). Z ročnim pregledom smo ugotavljali, ali prekurzorji zavzamejo sekundarno 
strukturo lasnice, tipično za prekurzorje miRNA (Bartel, 2004; Carthew in Sontheimer, 
2009). Obliko strukture smo zabeleželi v preglednici 14, kjer smo za 32 prekurzorjev 
Rec ter 14 prekurzorjev T2 subjektivno določili, da zavzamejo tipično lasnično 
sekundarno strukturo. Za skupno 73 prekurzorjev smo določili, da ne zavzamejo tipične 
sekundarne strukture, za 51 prekurzorjev pa smo strukturo definirali kot potencialna 
tipična sekundarna struktura.   
 
Prav tako smo analizirali, ali se napovedani prekurzorji nahajajo v genomskih regijah, 
specifičnih za visoko virulentni izolat glive, to so tako imenovane PG2-specifične regije 
(Jakše in sod., 2018). Ugotovili smo, da se nobeden izmed napovedanih prekurzorjev 
izolata T2 ne nahaja v omenjenih genomskih regijah, kar smo zabeležili v preglednici 
14. 
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4.7.1 Kategorizacija prekurzorjev in izbor kandidatnih milRNA 
 
Kriterije za kategorizacijo in izbor kandidatnih prekurzorjev oziroma zrelih miRNA 
smo povzeli po študiji, ki so jo izvedli Mishra in sod. (2015), ki so preučevali miRNA 
hmelja. Kot opisano v poglavju 3.6.8, smo, poleg analize sekundarne strukture, za vsak 
prekurzor določili število neujemanj med zaporedjem milRNA in njenim 
komplementarnim zaporedjem milRNA*, kar smo dopisali v preglednico 14. Za vsak 
prekurzor smo izračunali vrednosti AMFE ter MFEI in ju prav tako dopisali v 
preglednico 14.  
 
Ko smo v preglednici zbrali informacije o vseh zastavljenih kriterijih ter izvedenih 
analizah, smo podatke filtrirali glede na sekundarno strukturo, kjer smo izbrali zgolj 
prekurzorje, ki smo jim določili tipično sekundarno strukturo. Nato smo podatke 
filtrirali glede na število neujemanj med zaporedjema milRNA in milRNA*, ki ne sme 
presegati 6 neujemanj. S tem smo pridobili 27 najboljših kandidatnih prekurzorjev 
milRNA glive V. nonalfalfae, od tega 18 za izolat Rec ter 9 za izolat T2. Zaporedja 
prekurzorjev in zrelih milRNA smo nato primerjali s podatkovno bazo miRBase, kjer 
smo iskali ohranjene milRNA oziroma določili nove milRNA glive V. nonalfalfae. 
Izmed izbranih prekurzorjev jih 14 ni imelo zadetka v podatkovni zbirki miRBase in 
smo jim v preglednico 14 dopisali oznako »nova«. Za 13 milRNA, ki so imele zadetek v 




Slika 27: Poravnava zaporedij sRNA na zaporedje prekurzorja v programu CLC za izbrano in 
potrjeno milRNA conserved-miR-7044 glive V. nonalfalfae  
Z vijolično je označena lega zrele milRNA znotraj prekurzorja. 
Figure 27: Mapping of sRNA reads to precursor sequence in CLC tool for the selected and 
validated milRNA conserved-miR-7044 of the V. nonalfalfae fungi  
In purple the position of mature milRNA is highlited. 
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Za izbranih 27 prekurzorjev smo analizirali rezultate kartiranja zaporedij sRNA, 
določenih s sekvenciranjem NGS, opisano v poglavju 3.5, na zaporedja vseh 
prekurzorjev. Za vsak izbran prekurzor smo v programu CLC označili položaj zrele 
milRNA (Slika 27) ter v preglednico 14 dopisali število poravnanih zaporedij sRNA. 
Izbranim 27 potencialnim milRNA smo v naslednjem koraku analize preverili izražanje 
s kvantitaitvnim PCR, da bi s tem eksperimentalno potrdili njihovo prisotnost v glivi.
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Preglednica 14: Izbrane kandidatne milRNA glive V. nonalfalfae; krepko je v zaporedju zrele milRNA označena regija »seed« 



































Rec_all miR-01 GGCACCTTTCGGCGGCACC 19 DA -40,2 -37,2 -0,6 5,5 DA 1 nova 
Rec_all miR-02 AAACGCTGATCTCCAAGTTACCT 23 DA -33,3 -30,3 -0,7 5,5 NE 3 nova 
Rec_all miR-03 ACGGGTCCGGATATGCAGCTTG 22 DA -44,3 -43,9 -0,8 5,5 NE 3 nova 
Rec_all miR-04 TCAAGCCTGGGGCTCGCTTTG 21 DA -41,2 -46,8 -0,9 5,5 NE 0 nova 
Rec_all miR-05 GCTCTCGAGTGGAATGCGCGGAAA 24 DA -41,6 -37,8 -0,6 5,5 DA 4 nova 
Rec_XSM miR-06 GATGGCGGCGTTGAGGGCGCA 21 DA -40,3 -46,3 -0,7 8 DA 9 DA 
Rec_XSM miR-07 TGGCGCTGAGGGTGTCGA 18 DA -40,2 -37,2 -0,6 4,5 DA 1 nova 
Rec_XSM miR-08 CGCGCCGCGATGCCGCCG 18 DA -43,8 -49,8 -0,7 4 DA 1 DA 
Rec_XSM miR-09 CCAGCCGCGTCGGTCCCGATGGGGAA 26 DA -55,2 -51,1 -0,7 7,5 DA 2 DA 
Rec_XSM miR-10 TCAAGCCTGGGGCTCGCTTTG 21 DA -41,2 -46,8 -0,9 5,5 NE 2 nova 
Rec_XSM miR-11 GGTCGACCTCTGGGCGCT 18 DA -50,6 -46,0 -0,7 5 NE 2 nova 
Rec_XSM miR-12 GCTCTCGAGTGGAATGCGCGGAAAGG 26 DA -41,6 -37,8 -0,6 5 DA 0 nova 
Rec_CD miR-13 GGGTTGGCGGTGATTTTGCGCAGTTTTCG 29 DA -55,7 -50,6 -0,8 6 NE 11 DA 
Rec_CD miR-14 GGACCTCGCGGCGACGGTCGACCT 24 DA -46,4 -42,2 -0,6 8 DA 6,5 nova 
Rec_spore miR-15 CGCCGCTTCTGAGCAGAGTTCAAGTCTCACG 31 DA -43,3 -37,3 -0,7 9 DA 3,5 DA 
Rec_spore miR-16 CAGTCTGACAGCGTCCGGTTAGCTCGTG 28 DA -37,3 -36,9 -0,7 8 DA 7 DA 
Rec_spore miR-17 AGCAGTCTCCCGGGCATTGCCT 22 DA -49,5 -52,7 -0,8 6,5 DA 9,5 nova 
Rec_trajni miR-18 TTAGTGAATATGATAATGGTATATATGGT 29 DA -24,4 -22,2 -0,9 9 DA >50 DA 
T2_all miR-19 TCTATCATGTCCATCTTCGCCGGTCGT 27 DA -39,1 -40,3 -0,8 8,5 NE 5 nova 
T2_all miR-20 AGATTGTGTAAAGGGGGTTATTCCAGG 27 DA -29,5 -26,8 -0,5 7,5 NE 47 DA 
T2_XSM miR-21 TCCGGGATGAGGAGGAGC 18 DA -40,7 -44,7 -0,7 6,5 DA 6 DA 
T2_XSM miR-22 AGGTGGTGCTGGCGGCCGCG 20 DA -50,8 -50,3 -0,7 6,5 DA 2 DA 
»se nadaljuje« 
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T2_spore miR-23 GCCCTCGGCAAGGTCGGCGGTCGC 24 DA -52,0 -52,5 -0,7 5 DA 2 nova 
T2_spore miR-24 GCGGGCCCACGTTGAGCT 18 DA -40,2 -44,2 -0,6 4,5 DA 2 nova 
T2_spore miR-25 GGTGGTGGTGGTGGCGGC 18 DA -61,0 -55,5 -0,7 3,5 NE >50 DA 
T2_spore miR-26 ATACGGCGACAGCAGGTGGGTGGCATGA 28 DA -57,0 -48,7 -0,8 8 NE 4 DA 
T2_spore miR-27 TAGGTGGCTCTGAGGCATGG 20 DA -39,8 -36,2 -0,8 3,5 NE 30 DA 
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4.8 POTRJEVANJE IZRAŽANJA IZBRANIH KANDIDATNIH milRNA 
 
4.8.1 Specifični začetni oligonukleotidi za obratni prepis in pomnoževanje 
milRNA z RT-qPCR 
 
Potrjevanje izražanja izbranih milRNA smo izvedli z metodo »stem-loop« RT-qPCR 
(Kramer, 2011), ki v prvi stopnji obratnega prepisa ujame ter v cDNA prepiše 
specifične zrele miRNA, nato pa v drugem koraku pomnoževanja DNA kvantificira 
količino miRNA z uporabo za miRNA specifičnega začetnega oligonukleotida. V ta 
namen smo morali v prvem koraku analize dizajnirati specifične lasnične začetne 
oligonukleotide za reakcijo obratnega prepisa, ki vsebujejo šest milRNA specifičnih 
začetnih nukleotidov ter 44 nt dolgo univerzalno zaporedje, ki se zvije v lasnično 
dvoverižno strukturo. Izdelali smo 27 lasničnih začetnih oligonukleotidov, za vsako 
izbrano milRNA po en začetni oligonukleotid (Preglednica 15). 
 
Preglednica 15: Seznam izdelanih in uporabljenih lasničnih začetnih oligonukleotidov, specifičnih 
za posamezno kandidatno milRNA; krepko označenih je šest za milRNA specifičnih nukleotidov 
Table 15: List od designed an used stem-loop primers, specific for each selected candidate milRNA; 






Zaporedje lasničnega začetnega oligonukleotida 
miR-01 SL-miR-01 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGTGCC 
miR-02 SL-miR-02 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGTAA 
miR-03 SL-miR-03 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAAGCT 
miR-04 SL-miR-04 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAAAGC 
miR-05 SL-miR-05 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTTCCG 
miR-06 SL-miR-06 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGCGCC 
miR-07 SL-miR-07 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCGACA 
miR-08 SL-miR-08 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGGCGG 
miR-09 SL-miR-09 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTCCCC 
miR-10 SL-miR-10 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAAAGC 
miR-11 SL-miR-11 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGCGCC 
miR-12 SL-miR-12 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCTTTC 
miR-13 SL-miR-13 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGAAAA 
miR-14 SL-miR-14 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGTCG 
miR-15 SL-miR-15 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGTGAG 
miR-16 SL-miR-16 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCACGAG 
miR-17 SL-miR-17 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGCAA 
miR-18 SL-miR-18 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACCATA 
miR-19 SL-miR-19 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACGACC 
miR-20 SL-miR-20 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCTGGA 
miR-21 SL-miR-21 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCTCCT 
miR-22 SL-miR-22 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGCGGC 
miR-23 SL-miR-23 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCGACC 
miR-24 SL-miR-24 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGCTCA 
miR-25 SL-miR-25 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCCGCC 
miR-26 SL-miR-26 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCATGC 
miR-27 SL-miR-27 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCATGC 
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V reakcijah obratnega prepisa z uporabo komercialnega kompleta TaqMan
TM
 
MicroRNA Reverse Transcription Kit smo vsako milRNA uspešno prepisali v cDNA iz 
RNA izolirane iz izolata Rec ter iz izolata T2 iz tkiva, od koder izvira identificirana 
milRNA. V naslednjem koraku analize smo dizajnirali za milRNA specifične qPCR 
začetne oligonukleotide, kot je opisano v poglavju 3.7.2. V kolikor je bilo mogoče, smo 
za vsako milRNA izdelali več začetnih oligonukleotidov oziroma daljše začetne 
oligonukleotide, kot so tisti, ki jih priporoča protokol po Kramer (2011). V preglednici 
16 so zbrani začetni oligonukleotidi, uporabljeni za potrjevanje izražanja milRNA. 
 
Preglednica 16: Seznam izdelanih in uporabljenih za milRNA-specifičnih qPCR začetnih 
oligonukleotidov 
















miR-01 qP-miR-01 TTATAGGCACCTTTCGGCGGC  16 68 
miR-02 LONG_qP-miR-02 CAGGAAACGCTGATCTCCAAGTTACCT  cela 71 
miR-03 LONG_qP-miR-03 TTAACGGGTCCGGATATGCAGCTTG cela 68 
miR-04 LONG_qP-miR-04 TATAATTCAAGCCTGGGGCTCGCTTTG 28 71 
miR-05 qP-miR-05 CGTAACGCTCTCGAGTGGAATGC 17 73 
miR-06 qP-miR-06 AATATTGATGGCGGCGTTGAGGG 17 70 
miR-07 qP-miR-07 CATATTATGGCGCTGAGGGTGTCGA  cela 69 
miR-08 qP-miR-08 AATTATACGCGCCGCGATGCC  14 69 
miR-09 qP-miR-09 TTATAACCAGCCGCGTCGGTC 15 75 
miR-10 LONG_qP-miR-10 TATTATTCAAGCCTGGGGCTCGCTTTG  cela 71 
miR-11 qP-miR-11 TTAATAGGTCGACCTCTGGGCGC 17 67 
miR-12 qP-miR-12 GTTAATAGGTCGACCTCTGGGCG 16 76 
miR-13 qP-miR-13 CCTCAAGGGTTGGCGGTGATTTT 17 78 
miR-14 qP-miR-14 TATAATAGGACCTCGCGGCGACG 16 74 
miR-15 qP-miR-15 TATCTTACGCCGCTTCTGAGCAGA  17 82 
miR-16 qP-miR-16 TTCTGACAGTCTGACAGCGTCCG 17 77 
miR-17 qP-miR-17 ACTATAAAGCAGTCTCCCGGGCAT  17 73 
miR-18 qP-miR-18 GCCGCCGGTTAGTGAATATGATAAT 17 80 
miR-19 qP-miR-19 CCGGGGCTCTATCATGTCCATCTT 17 77 
miR-20 qP-miR-20 CGCGCTAGATTGTGTAAAGGGGG 17 76 
miR-21 qP-miR-21 TTGATTCCGGGATGAGGAGGAGC cela 66 
miR-22 qP-miR-22 TAATATAGGTGGTGCTGGCGGC 16 69 
miR-23 qP-miR-23 ATTATAGCCCTCGGCAAGGTCG 16 73 
miR-24 qP-miR-24 TTAATAGCGGGCCCACGTTGAG 16 67 
miR-25 qP-miR-25 TTATTAGGTGGTGGTGGTGGCG 16 67 
miR-26 qP-miR-26 CTAAGAATACGGCGACAGCAGGT 17 77 
miR-27 qP-miR-27 CTAATAGGTGGCTCTGAGGCATG cela 68 
Univerzalno 
zaporedje 
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4.8.2 Optimizacija in pomnoževanje milRNA v reakcijah »stem-loop« RT-qPCR 
 
Analizo izražanja milRNA z metodo »stem-loop« RT-qPCR smo testirali in optimizirali 
na identificirani in izbrani glivni milRNA z oznako miR-07, ki je bila identificirana v 
podatkovnem setu Rec_XSM. V prvem koraku obratnega prepisa RNA v cDNA z 
lasničnimi začetnimi oligonukleotidi smo sočasno prepisali milRNA iz izolirane 
celokupne RNA ter iz frakcije krakih RNA, izoliranih iz vzorcev Rec in T2, gojenih v 
gojišču XSM. Nato smo s preliminarnim qPCR identificirano milRNA pomnoževali v 
neredčenih vzorcih ter v vzorcih, pripravljenih s serijsko redčitvijo prepisane cDNA, po 
shemi, definirani v poglavju 3.7.3. 
 
Kandidatno milRNA miR-07 smo uspešno pomnožili v frakciji celokupne RNA ter v 
frakciji izoliranih kratkih RNA, krajših od 200 nt (Slika 28). Med obema vzorcema 
nismo opazili razlike v količini milRNA, saj smo v obeh primerih v 2 µL neredčene 
RNA določili nizke vrednosti Cq, to je v povprečju Cq 4,7 za vzorce celokupne RNA 
Rec in T2, ter Cq 4,8 za vzorce Rec in T2 iz frakcije kratkih RNA. Prav tako nismo 
opazili razlike v vrednosti Cq med reakcijami qPCR, kjer smo dodali 2 µl neredčene 
matrice ali 1 µl neredčene matrice, saj smo tako pri vzorcih celokupne RNA in frakcije 
kratkih RNA izolatov Rec in T2 določili vrednosti Cq med 4,5 in 4,9. Opazili smo, da 
so vrednosti Cq tudi pri 4-kratnih serijskih redčitvah nizke, torej je količina produkta 
PCR visoka, zato smo za potrjevanje izražanja preostalih kandidatnih milRNA izbrali 
vzorce iz serijskih redčitev, označenih z R6 (poglavje 3.7.3). 
 
 
Slika 28: Izpis rezultatov pomnoževanja milRNA miR-07 v preliminarni reakciji qPCR  
a – krivulje pomnoževanja, kjer zelene krivulje predstavljajo serijske redčitve vzorca celokupne RNA 
izolata T2 in vijolične krivulje vzorce redčitev frakcije kratkih RNA izolata T2; b – talilne krivulje 
pomnoženih vzorcev 
Figure 28: Result output of the preliminary milRNA miR-07 amplification in qPCR reaction  
a – amplification curves, where green curves represent serial dilutions of total RNA of the T2 isolate and 






Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 




V preliminarnem in preostalih reakcijah qPCR smo izvedli analizo talilnih krivulj 
pomnoženih vzorcev, da smo določili specifičnost pomnoževanja posamezne milRNA. 
V primeru pomnoževanja miR-07 smo pri vseh vzorcih določili podobne vrednosti Tm, 
s čimer smo potrdili pomnoževanje specifičnega zaporedja milRNA. Prav tako smo v 
reakcijo qPCR vključili negativno kontrolo brez matrice oziroma vzorca cDNA. 
Vrednosti Cq treh ponovitev pomnoževanja negativne kontrole v reakciji z začetnim 
oligonukleotidom miR-07 so bile višje od 35, v primerjavi z ostalimi vrednostmi Cq. 
 
Glede na ugotovitve preliminarnega testa smo za nadaljnje analize RT-qPCR uporabljali 
celokupno RNA izolirano bodisi iz visoko virulentnega ali manj virulentnega patotipa 
ter iz različnih glivnih tkiv, glede na tip tkiva, od koder izvira identificirana milRNA, in 
sicer po 1 µL redčenih vzorcev prepisane cDNA. Prav tako smo nadaljnje uporabljali 
nižje koncentracije začetnih oligonukleotidov in sicer 0,3 µM koncentracijo miRNA-
specifičnega ter univerzalnega začetnega oligonukleotida. Skupaj smo s qPCR analizo 
preverili izražanje 27 identificiranih milRNA v obeh patotipih glive V. nonalfalfae. 
 
 
Slika 29: Prvi set pomnoženih kandidatnih milRNA 
miR-01 (rdeča krivulja), miR-02 (roza krivulja), miR-03 (rumena krivulja), miR-05 (svetlo rumena 
krivulja), miR-06 (svetlo zelena krivulja), miR-09 (svetlo zelena krivulja), miR-10 (temno zelena 
krivulja), miR-11 (temno zelena krivulja), miR-13 (svetlo modra krivulja), miR-17 (svetlo modra 
krivulja), miR-22 (temno modra krivulja), miR-23 (temno modra krivulja), miR-24 (roza krivulja), miR-
25 (roza krivulja), miR-26 (vijolična krivulja) in miR-27 (vijolična krivulja) 
Figure 29: First set of amplified candidate milRNAs  
miR-01 (red curve), miR-02 (red curve), miR-03 (yellow curve), miR-05 (yellow curve), miR-06 (light 
green curve), miR-09 (light green curve), miR-10 (dark green curve), miR-11 (dark green curve), miR-13 
(lught blue curve), miR-17 (light blue curve), miR-22 (dark blue curve), miR-23 (dark blue curve), miR-
24 (pink curve), miR-25 (pink curve), miR-26 (violet curve) in miR-27 (violet curve) 
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Slika 30: Drugi set pomnoženih kandidatnih milRNA  
miR-01 (rdeča krivulja), miR-02 (rdeča krivulja), miR-14 (rumena krivulja), miR-15 (rumena krivulja), 
miR-16 (svetlo zelena krivulja), miR-18 (svetlo zelena krivulja), miR-19 (temno zelena krivulja), miR-20 
(temno zelena krivulja) in miR-21 (svetlo modra krivulja); dodatno so na nižjih redčitvah pomnožene 
milRNA, ki smo jim določili visoke vrednosti Cq v prvem pomnoževanju milRNA. 
Figure 30: Second set of amplified candidate milRNAs  
miR-01 (red curve), miR-02 (red curve), miR-14 (yellow curve), miR-15 (yellow curve), miR-16 (light 
green curve), miR-18 (light green curve), miR-19 (dark green curve), miR-20 (dark green curve) and 
miR-21 
 
Z analizo qPCR za potrjevanje izražanja milRNA smo potrdili prisotnost 15 
identificiranih milRNA (Slika 29, Slika 30) od 27 izbranih kandidatnih milRNA v 
vzorcih izoliranih RNA, ki smo jih uspešno pomnožili z dizajniranimi specifičnimi 
začetnimi oligonukleotidi (Preglednica 16). Večino milRNA smo detektirali v redčenih 
vzorcih cDNA, dve milRNA, miR-02 ter miR-05, pa smo uspešno pomnožili v 
neredčenih vzorcih cDNA, kar smo definirali s pridobljenimi Cq nižjimi od 30, ki smo 
jih določili v drugem setu pomnoženih milRNA. 
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Preglednica 17: Seznam milRNA, potrjenih s qPCR v specifičnem glivnem tkivu, od koder izvira milRNA 







Zaporedje zrele milRNA 
Dolžina miRNA, 





pri izolatu Rec 
Povprečni Cq 




miR-01 19 GGCACCTTTCGGCGGCACC 16 YES 22,5 22,6 R0 
miR-02 23 AAACGCTGATCTCCAAGTTACCT cela milRNA YES 24,2 24,1 R6 
miR-03 22 ACGGGTCCGGATATGCAGCTTG cela milRNA YES 16,4 15,4 R6 
miR-05 24 GCTCTCGAGTGGAATGCGCGGAAA 17 YES 29,9 29,8 R0 
miR-07 18 TGGCGCTGAGGGTGTCGA cela milRNA YES 13,2 12,8 R5 
miR-08 18 CGCGCCGCGATGCCGCCG 16 YES 29,9 29,8 R3 
miR-10 21 TCAAGCCTGGGGCTCGCTTTG cela milRNA YES 19,4 18,3 R6 
miR-11 18 GGTCGACCTCTGGGCGCT 17 YES 20,9 22,1 R6 
miR-14 24 GGACCTCGCGGCGACGGTCGACCT 16 YES 27,8 27,7 R3 
miR-20 27 AGATTGTGTAAAGGGGGTTATTCCAGG 17 YES 33,4 33,3 R3 
miR-21 18 TCCGGGATGAGGAGGAGC cela milRNA YES 14,2 14,2 R6 
miR-22 20 AGGTGGTGCTGGCGGCCGCG 16 YES 25,5 25,1 R3 
miR-23 24 GCCCTCGGCAAGGTCGGCGGTCGC 16 YES 25,3 25,9 R6 
miR-25 18 GGTGGTGGTGGTGGCGGC 16 YES 18,5 17,8 R6 
miR-27 20 TAGGTGGCTCTGAGGCATGG cela milRNA YES 14,6 12,5 R6 
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Izmed 15 s qPCR potrjenih milRNA (Preglednica 17) smo sedem milRNA (to so miR-
01, miR-05, miR-14, miR-20, miR-22, miR-23 in miR-25), katerih zaporedja nismo 
uspeli v celoti prekriti s specifičnim začetnim oligonukleotidom in s tem zagotovili 
specifičnosti pomnoževanja, pomnožili v reakciji klasičnega oziroma »end-point« PCR 
(Slika 31) in jim določili zaporedja s kloniranjem produktov PCR v plazmidni vektor ter 
sekvenciranjem z metodo po Sangerju (poglavje 3.7.4). S programskim paketom 
CodonCode Aligner smo pregledali pridobljena zaporedja produktov PCR, pri čemer 
smo iskali celotna zaporedja zrelih milRNA. Specifičnost zaporedja, po pregledu 
zaporedij iz več bakterijskih kolonij za posamezno milRNA, smo potrdili samo za miR-
25, pri ostalih šestih pa so se v delu zaporedja, ki ga začetni oligonukleotid ne pokrije, 
pojavili eden ali več SNP.  
 
 
Slika 31: Produkti pomnoževanja milRNA v reakciji »end-point PCR 
Figure 31: End-point PCR products of amplified milRNAs 
 
Preglednica 18: Končni seznam vseh potrjenih novih in ohranjenih milRNA glive V. nonalfalfae, 
pri katerih smo potrdili izražanje celotnega specifičnega zaporedja milRNA 
Table 18: Final list of all validated novel and conserved milRNAs of the V. nonalfalfae fungi, for 




Zadetek v miRBase 
Nova oznaka potrjene 
milRNA 
Rec_all miR-02 NE vna-miR-1-5p 
Rec_all miR-03 NE vna-miR-2-5p 
Rec_XSM miR-07 NE vna-miR-3-5p 
Rec_XSM miR-08 DA, 4 neujemanja vna-miR-4-5p 
Rec_XSM miR-10 NE vna-miR-5-3p 
Rec_XSM miR-11 NE vna-miR-6-5p 
T2_XSM miR-21 DA, 3 neujemanja vna-miR-7-3p 
T2_spore miR-25 DA mmu-miR-7044-5p 
conserved-miR-7044 
T2_spore miR-27 DA, 5 neujemanj vna-miR-8-5p 
 
Z izbranim načinom potrjevanja izražanja kandidatnih milRNA smo tako uspeli 
specifično potrditi prisotnost oziroma izražanje devetim napovedanim glivnim milRNA, 
od tega šest identificiranih v izolatu Rec in tri identificirane v izolatu T2. Dolžine zrelih 
milRNA se nahajajo v območju med 18 in 23 nt.  
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V skladu z nomenklaturo miRNA (http://www.mirbase.org/help/nomenclature.shtml) 
smo zaporedjem dodelili oznako »vna«, ki opredeljuje organizem, pri katerem je 
miRNA izolirana oziroma prisotna, ter zaporedno številko milRNA. Prav tako smo 
imenu dodali oznako 5p ali 3p, ki nakazuje, ali se zrela milRNA nahaja na levi strani 
zanke bližje koncu 5´, ali pa se nahaja na desni strani zanke bližje 3´ koncu prekurzorja 
(Preglednica 18). Pri eni milRNA, to je miR-25, ki ima zadetek v podatkovni bazi 
miRBAse (Slika32), ki se v celoti ujema z zaporedjem glivne milRNA, smo obdržali 
prvotno ime ohranjene milRNA. Gre za identificirano miRNA iz miši z imenom mmu-




Slika 32: Izpis poravnave zaporedja identificirane milRNA miR-25 s podatkovno zbirko miRBase  
Prikazan je najboljši zadetek oziroma poravnava milRNA z mišjo miRNA mmu-miR-7044-5p. 
Figure 32: The output of aligning identified milRNA miR-25 with the miRBase database  
The best result or alignment of the milRNA with mouse miRNA mmu-miR-7044-5p is shown. 
 
4.8.3 Analiza tkivno specifičnega izražanja potrjenih milRNA z absolutno 
kvantifikacijo števila molekul milRNA 
 
S pomnoževanjem miRNA standarda miR-H1, redčenega po navodilih za izdelavo 
serijskih redčitev z določenim številom molekul miRNA standarda (Kramer, 2011), smo 
preko pridobljenih vrednosti Cq izdelali umeritveno krivuljo, ki predstavlja število 
molekul RNA standarda pri posamezni redčitvi v odvisnosti od vrednosti Cq.  
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Slika 33: Standardna krivulja števila molekul miRNA v odvisnosti od vrednosti Cq s pripadajočo 
enačbo premice za izračun števila molekul (x). 
Figure 33: Standard curve of the RNA copy number versus Cq value along with the regression 
formula for calculating the RNA copy number (x). 
 
Iz enačbe premice y=-2,6414x + 31,864 smo izrazili vrednost x in število molekul 
izračunali kot 10
x
 × faktor redčitve × normalizacijski faktor ter število molekul glivnih 
milRNA preračunali na 1 ng RNA. Analizo tkivno specifičnega izražanja smo izvedli za 
vseh devet identificiranih potrjenih milRNA, v dveh različnih tkivih, to sta micelij, 
gojen v XSM, ter spore glive, v manj virulentnem in visoko virulentnem patotipu glive 
V. nonalfalfae. 
 
y = -2,6414x + 31,864 



















Število molekul (log10) 
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Slika 34: Število molekul posamezne identificirane in potrjene milRNA, poimenovane v skaldu z 
nomenklaturo miRNA, v različnih glivnih tkivih manj virulentnega (Rec) in visoko virulentnega 
(T2) izolata V. nonalfalfae. 
Figure 34: Copy number for each identified and validated milRNA, named according to the 
miRNA nomenclature, in different fungal tissues of the less virulent and highly virulent V. 
nonalfalfae isolates. 
 
Vse izmed 9 potrjenih milRNA se izražajo v miceliju ali sporah glive V. nonalfalfae, pri 
čemer so številčno najbolj zastopane vna-miR-2, vna-miR-3, vna-miR-7 ter vna-miR-8 
(Slika 34). V primeru manj virulentnega izolata Rec je število molekul milRNA v 
povprečju enkrat večje v sporah glive v primerjavi z micelijem, gojenim v ksilem 
simulirajočem gojišču. Pri visoko virulentnem izolatu T2 pa je število molekul milRNA 
v povprečju tri- do štiri-krat višje v miceliju XSM. Pri primerjavi med izolatoma lahko 
prav tako ugotovimo, da je v visoko virulentnem izolatu število molekul v miceliju 
bistveno višje, kot pri manj virulentnem izolatu, medtem, ko je v sporah večje število 










































Identificirana in potrjena milRNA 
Rec_XSM Rec_spore T2_XSM T2_spore
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4.9 NAPOVED IN ESKPERIMENTALNA ANALIZA TARČ POTRJENIH milRNA 
 
Bioinformacijska analiza oziroma napoved transkriptov mRNA, ki so predpostavljene 
tarče potrjenih milRNA, je bila izvedena s prosto dostopnim orodjem psRNATarget, pri 
čemer smo omejili pogoje analize, kot je opisano v poglavju 3.8. Napoved tarč smo 
izvedli na setu vseh genskih modelov glive V. nonalfalfae (Jakše in sod., 2018) ter na 
transkriptomu hmelja, pridobljenem iz podatkovne zbirke HopBase (Hill in sod., 2017) 
za 27 identificiranih milRNA. 
 
4.9.1 Predpostavljene tarčne mRNA identificirane v anotiranem genomu glive 
 
Skupno smo v genomu glive identificirali 465 predpostavljenih tarčnih mest oziroma 
mRNA, ki so tarče 27 identificiranim kandidatnim milRNA. Pri pregledu rezultatov 
smo se osredotočili na analizo tarč devetih potrjenih milRNA (Preglednica 18), ki imajo 
skupno 307 predpostavljenih tarčnih mRNA mest na različnih genskih modelih glive V. 
nonalfalfae, od tega je 239 unikatnih mest, 68 tarčnih mest pa se podvoji oziroma so 
tarče več različnih milRNA. Vsa predpostavljena tarčna mesta smo zbrali v prilogi, ki 
smo jo predložili v spletni arhiv FigShare in so dostopni z identifikatorjem 
doi:10.6084/m9.figshare.11847177. Največ predpostavljenih tarčnih mRNA, to je 194, 
je bilo napovedanih kot tarče najdene ohranjene milRNA, to je conserved-miR-7044. 
Skupno 78 tarč pa je bilo napovedanih v primeru identificirane nove milRNA vna-miR-
3 (Slika 35). 
 
 
Slika 35: Delež predpostavljenih tarčnih mest v anotiranem glivnem genomu za posamezno 
potrjeno milRNA glive V. nonalfalfae. 
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Med analizo predpostavljenih tarčnih mRNA smo ugotovili, da se v zaporedjih 31 
genskih modelov nahajata po dva oziroma tri tarčna mesta, v večini za eno 
identificirano in potrjeno milRNA, to je conserved-miR-7044. V dveh genskih modelih 
pa se nahajata tarčni mesti dveh različnih milRNA, to sta vna-miR-3 in conserved miR-
7044. Gre za genska modela evm.model.chr4_116292YY.368, ki je anotiran kot s 
keratinom asociiran protein 10-7, ki je udeležen v metabolizmu keratina, ter model 
evm.model.chr5_1271NY.533, to je pantotenat kinaza, ki sodeluje v metabolni poti 
sinteze koencima A.  
 
Z analizo klastriranja genskih modelov po biološki funkciji najdenih genskih ontologij 
izbranih predpostavljenih tarč smo ugotovili, da večina predstavlja gene oziroma 
proteinske produkte, udeležene v osnovne biološke in metabolne procese, kot so sinteza 
proteinov, sinteza lipidov, interakcije proteinov, uravnavanje proteinov, celična 
signalizacija, sinteza koencimov in metilacija, saj smo znotraj teh bioloških procesov 
detektirali največje število genskih modelov glive V. nonalfalfae (Slika 36). 
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Slika 36: Klastriranje predpostavljenih endogenih tarč po bioloških procesih glede na obogatene 
genske ontologije, katerim pripadajo posamezni genski modeli glive V. nonalfalfae. 
Figure 36: Predicted endogenous target clustering of selected V. nonalfalfae gene models by their 
biological process according to enriched gene ontologies. 
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4.9.2 Predpostavljene tarčne mRNA identificirane  v transkriptomu hmelja 
 
Sočasno z napovedjo in analizo tarč v genomu glive smo izvedli napoved tarč v 
transkriptomu hmelja. Skupno smo za devet potrjenih glivnih milRNA napovedali 661 
predpostavljenih tarčnih hmeljnih transkriptov, izmed katerih je 370 unikatnih tarčnih 
mest, ki so tarče po ene milRNA,  291 tarčnih mRNA transkriptov pa vsebuje več kot 
eno tarčno mesto za eno milRNA. Največje število predpostavljenih tarčnih mRNA 
transkriptov v transkriptomu hmelja je bilo napovedanih kot tarče identificirane 
ohranjene milRNA conserved-miR-7044, kar 70 tarčnih mest pa je bilo najdenih za 
novo identificirano milRNA vna-miR-3 (Slika 37). 
 
 
Slika 37: Delež predpostavljenih tarčnih mest v transkriptomu hmelja za posamezno identificirano 
milRNA glive V. nonalfalfae. 
Figure 37: Number of predicted target sites in the hop transcriptome for each identified V. 
nonalfalfae milRNA. 
 
Z izvedbo klastriranja hmeljnih transkriptov glede na analizo genskih ontologij smo 
pridobili informacijo o bioloških procesih, v katerih so udeleženi hmeljni transkripti, ki 
so potencialne tarče glivnih milRNA. Večji del obogatenih genskih ontologij, katerim 
pripadajo identificirane predpostavljene hmeljne tarče, predstavlja biološke procese 
obrambe rastline in odziva na abiotski in biotski stres (Slika 38). Prav tako so 
predpostavljene tarče vpletene v uravnavanje metabolnih procesov, metabolizma 
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Slika 38: Klastriranje predpostavljenih hmeljnih tarč po bioloških procesih glede na obogatene 
genske ontologije, katerim pripadajo posamezni transkripti hmelja. 
Figure 38: Predicted hop target clustering of selected hop transcripts by their biological process 
according to enriched gene ontologies. 
 
4.9.3 Zasnova eksperimenta potrjevanja predpostavljenih tarč z metodo 5'-RLM 
RACE 
 
Eksperimentalno potrjevanje predpostavljenih tarč oziroma delovanje mehanizma RNAi 
v glivi V. nonalfalfae smo izvedli z modificirano metodo RACE, opisano v poglavju 
3.9. Omejili smo se na izbor predpostavljenih tarč potrjenih milRNA po sistemu 
najbolje rangiranih tarč glede na zastavljene kriterije, katerih regija »seed« se 
komplementarno veže z mRNA brez neujemanj ali vrzeli v poravnavi. Na ta način smo 
pridobili osem predpostavljenih tarč oziroma genskih modelov (Priloga P), katerih 
izražanje smo preverili z RT-PCR (Slika 39) in izbrali štiri genske modele s 
predvidenim mestom razreza mRNA, ki smo jih nadaljnje eksperimentalno preverili. 
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Slika 39: Pričakovani produkti PCR dolžine med 800 in 1000 bp pomnoževanja izbranih najboljših 
predpostavljenih tarč glede na zastavljene kriterije 
M – dolžinski standard (100 bp); 16 - evm.model.chr7_742YN.16 ; 305 - evm.model.chr10_684NY.305; 
116 - evm.model.chr10_684NY.161; 847 – evm.model.chr5_1271NY.847; 303 - 
evm.model.chr6_1624YN.303; 494 - evm.model.chr2_1770NN.495; 243 - 
evm.model.chr6_1624YN.243; 76 - evm.model.chr3_121598YY.76 
Figure 39: PCR products of amplified selected best predicted targets according to the implemented 
criteria  
M – dolžinski standard (100 bp); 16 - evm.model.chr7_742YN.16 ; 305 - evm.model.chr10_684NY.305; 
116 - evm.model.chr10_684NY.161; 303 - evm.model.chr6_1624YN.303; 494 - 
evm.model.chr2_1770NN.495; 243 - evm.model.chr6_1624YN.243; 76 - evm.model.chr3_121598YY.76 
 
4.9.3.1 Genski model evm.model.chr5_1271NY.847 
 
Model chr5_847, ki je anotiran kot komponenta proteasoma ecm29, dolžine 5661 nt, ki 
smo jim dodali 200 nt na levi in desni strani modela do skupne dolžine 6061 nt, se je po 
analizi izražanja z  RT-PCR izkazal kot najbolj zastopana molekula  mRNA, ki je imela 
bioinformacijsko določeno mesto razreza med 5159 nt ter 5179 nt, ki je 
komplementarno identificirani milRNA vna-miR-4. Predvideno mesto razreza tarčne 
mRNA smo določili glede na podatke iz literature med 10 in 11 nt komplementarne 
regije: 
 
                      regija »seed« 
 miRNA       18 GCCGCCGTAGCGCCGCGC 1      
                 :: ::::::.:::::::         
Target  5' 5159 CGCCGGCATTGCGGCGCA 5176 3'  
                 mesto razreza tarče 
 
Predvideno bi po razrezu tarčne mRNA pridobili fragment RNA, dolg 698 nt, ki smo 
mu v reakciji ligacije adapterja RNA dodali 45 nt dolg adapter na 5' konec razrezane 
mRNA, po modificiranem protokolu 5'RLM-RACE. Glede na izdelano zaporedje smo 
dizajnirali po dva specifična začetna oligonukleotida »OUTER« ter dva začetna 
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oligonukleotda »INNER« (Priloga H), ki smo jih uporabili v reakciji vgnezdenega PCR 
za pomnoževanje odseka transkripta ob mestu razreza mRNA.  
 
Na zaporedju razrezanega fragmenta RNA je prikazano mesto razreza, zaporedje 
adapterja ter mesto vezave začetnih oligonukleotidov »OUTER« in INNER« 
(podčrtano): 
 















Produkte vgnezdenega PCR, pomnožene s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi 
»INNER« smo analizirali na 2 % agaroznem gelu (Slika 40, a) in produkte pričakovanih 
dolžin (Priloga H) izrezali iz gela, jih vstavili v plazmidni vektor ter jim določili 
zaporedja z direktnim sekvenciranjem izolirane plazmidne DNA (poglavje 3.9.2.2 – 
3.9.2.3). Skupno smo iz gela izrezali dva fragmenta, eden je predstavljal produkt 
reakcije PCR, pomnožen s specifičnim začetnim oligonukleotidom INNER1, katerega 
pričakovana dolžina je bila 160 bp. Drugi fragment, ki smo ga izrezali, pa je predstavljal 
produkt vgnezdenega PCR z začetnim oligonukleotidom INNER2 pričakovane dolžine 
120 bp. Oba produkta smo uspešno vstavili v plazmidni vektor ter uspešnost kloniranja 
in transformiranja bakterijskih celic preverili s PCR na osnovi kolonije, kjer smo v 
primeru uspešne vstavitve fragmentov PCR pričakovali pomnožke dolžine okoli 300 bp, 
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Slika 40: Pomnoževanje tarče chr5_847 v modificirani reakciji 5'RLM-RACE  
a – produkti reakcije vgnezdenega PCR s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi »OUTER« in »INNER«, 
pri čemer sta rdeče obrobljena produkta pričakovanih dolžin, ki smo jih izrezali iz gela ter vstavili v 
plazmidni vektor; b – produkti reakcij PCR na osnovi kolonije, kjer smo testirali po 10 kolonij 
kloniranega produkta PCR INN1 ter 10 kolonij produkta INN2. 
Figure 40: Amplification of target chr5_847 in modified 5'RLM-RACE reaction  
a – products of nested PCR reactions using specific primers »OUTER« and »INNER«, where the PCR 
products of expected lenghts, that were cut out and inserted into plasmid vectors, are highlited with red; b 
– products of colony PCR reactions for 10 tested colonies of the INN1 nested PCR product and INN2 
nested PCR product.  
 
V programskem paketu CodonCode Aligner smo pregledali zaporedja 20 izoliranih 
plazmidnih DNA obeh produktov druge vgnezdene reakcije PCR za tarčo chr5_847, pri 
čemer smo za zaporedjem adapterja RNA iskali zaporedje razrezane tarče, ki se prične z 
dvema timinoma, kot je označeno v zaporedju zgoraj. Uspešno smo določili zaporedja 
izolirane plazmidne DNA 14 bakterijskih kolonij in ugotovili, da se za zaporedjem 
adapterja RNA v vseh primerih pojavi zaporedje, ki se prične z gvaninom in adeninom. 
Celotno zaporedje med adapterjem in specifičnim začetnim oligonukleotidom smo zato 
poravnali z genskim modelom chr5_847 in ugotovili, da se zaporedje nahaja 16 
nukleotidov naprej od predvidenega mesta razreza. Zato smo nato v orodju 
psRNATarget z ohlapnimi parametri iskali dodatna tarčna mesta identificirane milRNA 
vna-miR-4 v zaporedju genskega modela evm.model.chr5_1271NY.847 in identificirali 
alternativno tarčno mesto razreza, ki je bilo potrjeno v eksperimentu pomnoževanja 
ligiranih fragmentov RNA. 
 
 
Slika 41: Izpis rezultata napovedi tarč z orodjem psRNATarget, kjer je prikazano tarčno mesto 
znotraj modela chr5_847, eksperimentalno potrjeno z metodo 5'RLM-RACE. 
Figure 41: The results output of the psRNATarget tool, where the target site within the model 
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4.9.3.2 Genski model evm.model.chr2_1770NN.495 
 
Model chr2_495 (protein z domeno r3h) je skupaj z dodanimi nukleotidi na levi in desni 
strani, ki predstavljajo neprevedene regije RNA, v dolžino meril 2884 nt. Po analizi 
izražanja s RT-PCR smo določili, da se tudi ta model izraža v glivi V. nonalfalfae, saj 
smo pridobili produkt pričakovane dolžine (Slika 39) po pomnoževanju cDNA s 
specifičnimi začetnimi oligonukleotidi. Genski model je predpostavljena tarča razreza 
identificirane ohranjene milRNA conserved-miR-7044, ki ima predvideno po kriterijih 
najboljše mesto razreza med 1883 nt ter 1900 nt:  
 
                              regija »seed« 
 miRNA       18 CGGCGGUGGUGGUGGUGG 1      
                :: :::::::::::::::        
Target  5' 1883 GCAGCCACCACCACCACC 1900 3'   
                                       mesto razreza tarče 
 
Po razrezu tarče z identificirano milRNA bi pridobili 794 nt dolg fragment RNA, na 
katerega smo dodali adapter RNA ter z vgnezdenim PCR s specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi (Priloga H) pomnoževali zaporedje ob mestu razreza. Spodaj je na 
zaporedju fragmenta RNA označeno mesto razreza mRNA, zaporedje adapterja ter 
mesto vezave začetnih oligonukleotidov »OUTER« in INNER« (podčrtano): 
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Po drugi reakciji vgnezdenega PCR s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi INNER1 
ter INNER2 smo pridobili produkte pričakovanih dolžin, to sta 248 bp ter 163 bp dolga 
fragmenta. Prav tako pa smo pridobili še dodatne produkte PCR podobnih dolžin, zato 
smo iz gela izrezali in v plazmidni vektor vstavili vse fragmente okoli predvidenih 
dolžin produktov PCR (Slika 42, a). 
 
 
Slika 42: Pomnoževanje tarče chr2_495 v modificirani reakciji 5'RLM-RACE  
a – produkti reakcije vgnezdenega PCR s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi »OUTER« in »INNER«, 
pri čemer so rdeče obrobljeni produkti, ki smo jih izrezali iz gela ter vstavili v plazmidni vektor; b – 
produkti reakcij PCR na osnovi kolonije, 1-24 – vzorci kloniranja fragmentov INN1, 25-48 – vzorci 
kloniranja fragmentov INN2. 
Figure 42: Amplification of target chr2_495 in modified 5'RLM-RACE reaction  
a – products of nested PCR reactions using specific primers »OUTER« and »INNER«, where the PCR 
products that were cut out and inserted into plasmid vectors, are highlited with red; b – products of colony 
PCR reactions, 1-24 – samples of cloned fragments INN1, 25-48 – samples of cloned fragments INN2. 
 
Z reakcijami PCR na osnovi kolonije smo testirali po 12 bakterijskih kolonij za vsak 
fragment, ki smo ga klonirali v plazmidni vektor. Glede na dolžino produktov 
vgnezdenih reakcij PCR smo pričakovali, v primeru kloniranja fragmentov INN1, 
produkte dolžine okoli 450 bp, ter produkte dolžine okoli 350 bp za kloniran fragment 
INN2. Skupno smo pridobili 38 pozitivnih kolonij (Slika 42, b), ki so vsebovale v 
plazmidni vektor vstavljene fragmente INN1 ter INN2, ki smo jim določili nukleotidna 
zaporedja. Nato smo pridobljena zaporedja ročno pregledali ter iskali specifično mesto 
razreza tarčne mRNA, ki se, glede na napoved z orodjem psRNATarget, začne s 
citozinom in adeninom.  Pridobili smo štiri različna zaporedja oziroma fragmente, 
izmed katerih nobeden ni ustrezal predvidenemu tarčnemu zaporedju. Po podrobnem 
pregledu in poravnavi pridobljenih zaporedij na genski model chr2_495 ter na genom 
glive V. nonalfalfae smo ugotovili, da se eno izmed določenih zaporedij poravna na 
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Kot v primeru tarčnega zaporedja znotraj modela chr5_847, smo tudi v tem primeru z 
manj zaostrenimi pogoji z orodjem psRNATarget poiskali morebitno alternativno mesto 
razreza mRNA, ki bi sovpadalo z eksperimentalno določenim zaporedjem. Identificirali 
smo alternativno tarčno mesto znotraj genskega modela chr2_495 (Slika 43), ki po 
razrezu mRNA v procesu RNAi tvori razrezan fragment RNA, potrjen z metodo 
5'RLM-RACE. Ostala tri pridobljena zaporedja se niso ujemala s predvidenim ali 
drugimi alternativnimi mesti razreza na genskem modelu chr2_495. 
 
 
Slika 43: Izpis rezultata napovedi tarč z orodjem psRNATarget, kjer je prikazano tarčno mesto 
znotraj modela chr2_495, eksperimentalno potrjeno z metodo 5'RLM-RACE. 
Figure 43: The results output of the psRNATarget tool, where the target site within the model 
chr2_495, validated with 5'RLM-RACE method, is identified. 
 
4.9.3.3 Uspešnost metode 5'RLM-RACE za potrjevanje mest razreza tarčnih mRNA 
 
Z metodo 5'RLM-RACE smo analizirali ter eksperimentalno potrjevali štiri tarčna 
mesta znotraj štirih različnih genskih modelov glive V. nonalfalfae, ki so tarče treh 
identificiranih in potrjenih milRNA. V primeru tarč chr5_847 ter chr2_495 smo bili 
delno uspešni, saj smo eksperimentalno potrdili razrez obeh tarč (Slika 44), vendar ne 
na predvidenih mestih razreza mRNA, napovedanih z orodjem psRNATarget in z 




Slika 44: Shematski prikaz eksperimentalno potrjenih mest razreza tarčnih mRNA znotraj 
genskega modela evm.model.chr5_1271NY.847 ter modela evm.model.chr2_1770NN.495  
Z rdečo je označena regija »seed« zrele milRNA. 
Figure 44: Schematic representation of experimentaly validated cleavage sites of the target mRNAs 
within gene models evm.model.chr5_1271NY.847 and evm.model.chr2_1770NN.495  
The seed region of mature milRNA is highlited in red. 
 
V primeru predpostavljenih tarč znotraj genskih modelov evm.model.chr6_1624YN.303 
ter evm.model.chr7_742YN.16 pa nismo uspeli eksperimentalno potrditi napovedanih 
mest razreza, saj po izvedbi metode 5'RLM-RACE ter pregledu pridobljenih zaporedij 
nismo določili predvidenih mest razreza znotraj genskih modelov ali alternativnih mest 
razreza, ki smo jih iskati z ohalpnejšimi nastavitvami pogojev v orodju psRNATarget. 
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Slika 45: Produkti reakcij vgnezdenega PCR, pomnoženi s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi 
»OUTER« in »INNER« 
a – genski model evm.model.chr6_1624YN.303; b – genski model evm.model.chr7_742YN.16; z rdečo 
so označeni fragmenti, ki smo jih vstavili v plazmidni vektor. 
Figure 45: Products of the nested PCR reactions, amplified with specifič »OUTER« and »INNER« 
primers  
a – gene model evm.model.chr6_1624YN.303; b – gene model evm.model.chr7_742YN.16; with red the 
fragments, inserted into plasmid vectors, are highlited. 
 
V procesu potrjevanja predpostavljene tarče evm.model.chr6_1624YN.303, po izvedbi 
metode 5'RLM-RACE ter direktnem sekvenciranju plazmidne DNA z vstavljenima 
dvema produktoma druge reakcije vgnezdenega PCR (Slika 45, a), smo pridobili dve 
različni nukleotidni zaporedji produktov PCR, ki pa nista ustrezala napovedanemu 
tarčnemu mestu razreza mRNA v modelu chr6_303, ki se nahaja med 492 in 509 nt 
znotraj 1615 nt dolgega zaporedja omenjenega modela. Pridobljeni zaporedji smo 
poravnali z anotiranim genomom glive V. nonalfalfae z analizo BLAST ter ugotovili, 
da se krajši fragmenti enega zaporedja poravnajo z več različnimi genskimi modeli glive 
V. nonalfalfae, ki se nahajajo na različnih kromosomih, med pridobljenim zaporedjem 
ter genskim modelom chr6_303 pa ni bilo najdenih bistvenih podobnosti. V primeru 
drugega zaporedja pa smo ugotovili, da se zaporedje sicer poravna na ustrezni genski 
model na kromosomu 6, vendar na mestu med 828 in 923 nt in ne ob napovedanem 
tarčnem mestu razreza na genskem modelu chr6_303.  
 
Pri analizi štirih pridobljenih zaporedij vgnezdenega PCR (Slika 45, b) za potrjevanje 
predpostavljenega tarčnega mesta znotraj genskega modela evm.model.chr7_742YN.16, 
pa smo ugotovili, da se dve zaporedji ne poravnata na zaporedje preiskovanega 
genskega modela ter med zaporedjem modela in produkta PCR po analizi BLAST ni 
bilo najdenih signifikantnih podobnosti. Drugi dve pridobljeni nukleotidni zaporedji pa 
se poravnata s genskim modelom chr7_16, vendar v obliki dveh krajših fragmentov na 
dva različna mesta, ki sta oddaljena od predvidenega tarčnega mesta razreza znotraj 
genskega modela, ki se nahaja med 164 in 184 nt. 
a b
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4.10 GENOMSKE REGIJE, KI SO VIR DRUGIH MALIH RNA 
 
V okviru študije kratkih RNA glive V. nonalfalfae smo, poleg milRNA, želeli 
identificirati tudi druge sRNA oziroma genomske regije, kamor se poravna večje število 
z NGS pristopom določenih zaporedij malih RNA, ki so tako lahko vir sRNA. Kot vir 
regij smo izbrali ponovljive elemente v genomu glive, ki glede na podatke iz literature, 
predstavljajo pomemben vir regulatornih sRNA. 
 
V prvem koraku analize smo v genomu glive V. nonalfalfae določili vsa prisotna 
ponovljiva zaporedja, glede na zaporedja znanih ponovljivih elementov, zbranih v 
podatkovnih zbirkah Dfam in Repbase. Anotacijo genoma z algoritmom RepeatMasker 
smo izvedli na dva načina: z izborom vseh znanih ponovljivih elementov ter z izborom 
v glivah identificiranih ponovljivih elementov. Z uporabo zaporedij vseh znanih 
ponovljivih elementov smo skupno pridobili 2208 anotiranih ponovljivih elementov v 
genomu glive. Nato smo analizo ponovili z uporabo zaporedij ponovljivih elementov, 
prisotnih samo pri glivah in s tem pridobili skupno 385 anotacij v genomu glive V. 
nonalfalfae, pri čemer pa smo opazili, da določene skupine ponovljivih elementov niso 
bile najdene oziroma zastopane (Preglednica 19). 
 
Preglednica 19: Število določenih ponovljivih elementov v genomu glive V. nonalfalfae 
Table 19: Number of repetitive elements in the V. nonalfalfae genome 
Vrsta ponovljivega 
elementa 
Število, določeno pri 
anotaciji z vsemi znanimi 
ponovljimi elementi 
Število, določeno pri 
anotaciji s ponovljivimi 
elementi gliv 
Retroelementi 1289 229 
SINE  14 0 
LINE 509 42 
LTR  766 184 
DNA transpozoni 717 103 





Največ anotiranih ponovljivih elementov v genomu glive V. nonalfalfae se je nahajalo 
na kromosomu 1 in na kromosomu »unplaced«, ki predstavlja zaporedja v genomu glive 
V. nonalfalfae, ki jih nismo mogli uvrstiti na zaporedja preostalih desetih kromosomov. 
Na omenjenih dveh kromosomih se nahaja po 308 anotacij ponovljivih elementov, kar 
predstavlja po 14 % vseh ponovljivih elementov na enem in na drugen kromosomu 
(Slika 46). Najnižje število anotacij, skupaj 8, se je po pričakovanjih nahajalo na 
mitohondrijskem kromosomu. Zgolj trije odstotki vseh anotiranih ponovljivih 
elementov pa so bili identificirani na kromosomu 10.  
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Slika 46: Zastopanost anotacij ponovljivih elementov po kromosomih glive V. nonalfalfae 
Figure 46: Distribution of annotated repetitive elements on each V. nonalfalfae chromosome  
 
Za določitev regij ponovljivih elementov, ki so lahko izvor sRNA, smo izbrali genom, 
anotiran z vsemi znanimi ponovljivimi elementi, saj smo v tem primeru pridobili večje 
število anotacij oziroma potencialnih virov sRNA v genomu glive V. nonalfalfae. Kot je 
opisano v poglavju 3.10.2, smo pridobljena zaporedja sRNA kartirali na anotiran genom 
ter kot vir sRNA izbrali regije, na katere se poravna večje število odčitkov, ki smo jih 
izbrali glede na normaliziran parameter TPM, ki naj presega vrednost 100. Na ta način 
smo regije znotraj ponovljivih elementov z visoko pokritostjo zaporedij sRNA določili 
pri vseh osmih podatkovnih setih sekvenciranih kratkih RNA, to je za oba vzorca 
micelija ter vzorca spor in trajnega micelija obeh patotipov glive (Slika 47). Seznam 
vseh ponovljivih elementov, določenih v posameznem vzorcu, z zapisom vrste 
elementa, smo zbrali v prilogi, ki smo jo predložili v spletni podatkovni arhiv Figshare z 



























Delež ponovljivih elementov 
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Slika 47: Število regij ponovljivih elementov, ki so potencialni vir sRNA, pri posameznem vzorcu 
glive V. nonalfalfae 
Figure 47: Number of repetitive elements, identified as potential sources of sRNAs, for each sample 
of the V. nonalfalfae fungi 
 
Ob pregledu genomskih regij ponovljivih elementov glive V. nonalfalfae smo opazili, 
da se največje število ponovljivih elementov s poravnanimi odčitki sRNA s TPM > 100 
nahaja na glivnem kromosomu 1 (Slika 48). Na tem kromosomu se v povprečju nahaja 
okoli 20 % vseh anotiranih ponovljivih elementov za sedem podatkovnih setov, pri 
mapiranju sRNA zaporedij vzorca T2_spore pa celo 24 % vseh ponovljivih elementov s 
TPM > 100. Po drugi strani pa na kromosomu 9 nismo identificirali regij ponovljivih 
elementov z ustrezno vrednostjo TPM, razen pri mapiranju odčitkov T2_CD in 
T2_trajni, kjer sta bila identificirana en ponovljivi element v primeru T2_CD in dva v 
primeru vzorca T2_trajni. Z analizo regij ponovljivih elementov smo ugotovili tudi, da 
se dva ponovljiva elementa z mapiranimi odčitki sRNA T2_CD nahajata v genomski 
regiji, specifični za visoko virulentni patotip PG2 glive V. nonalfalfae. Gre za 
ponovljiva elementa vrste LTR retrotranspozon Copia, ki se nahajata na kromosomu 9 
ter na kromosomu 4. 
 
 
Slika 48: Pokritost regij ponovljivih elementov na kromosomu 1 z sRNA podatkovnega seta 
Rec_CD 





























Vzorec glive V. nonalfalfae 
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Pri večini vzorcev največji delež (več kot 80 %) ponovljivih regij z visoko pokritostjo 
zaporedij sRNA predstavljajo LTR retrotranspozoni, medtem, ko je DNA transpozonov 
manj kot 10 %. Po številu zastopanosti sledijo ne-LTR retrotranspozoni, med katerimi 
večina regij predstavlja retroelemente SINE (Slika 49).  
 
 
Slika 49: Število posameznih skupin ponovljivih elementov z visoko pokritostjo osmih vzorcev 
kratkih RNA glive V. nonalfalfae 
Figure 49: Number of specific groups of repetitive elements for all the eight sRNA samples of the 
fungi V. nonalfalfae  
 
V genomu glive V. nonalfalfae največji delež ponovljivih elementov predstavljajo 
retrotranspozoni, skupno 1298 od 2208 najdenih anotacij v genomu. Izmed 
retrotranspozonov so najbolj zastopana skupina LTR retrotranspozoni s 766 
ponovljivimi elementi. Opažena razmerja oziroma deleže ponovljivih elementov lahko 
potrdimo tudi glede na rezultate kartiranja podatkov o zaporedjih kratkih RNA, saj smo 
pri vseh vzorcih kot najbolj zastopano skupino identificirali retrotranspozone in 
podrobneje, skupino LTR retrotranspozonov. Pri vseh vzorcih so elementi z največjo 
pokritostjo LTR retrotranspozon Copia-2_VA-1 ter ne-LTR retrotranspozona Nimb-
4_DR in SINE2-1_Laf (Slika 50), kar kaže na njihovo aktivnost oziroma živost 





































Vzorec glive V. nonalfalfae 
Transpozon LTR retrotranspozon ne-LTR retrotranspozon SINE retrotranspozon
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Slika 50: Prikaz pokritosti dveh ne-LTR retrotranspozonov z odčitki sRNA podatkovenga seta 
T2_spore; a – Nimb-4_DR, ki se nahaja na kromosomu 5; b – SINE2-1_Laf, ki se nahaja na 
kromosomu 4. 
Figure 50: The coverage of two non-LTR retrotransposons with sRNA reads of the T2_conidia 
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Z analizami, ki smo jih izvedli v okviru doktorske disertacije, smo želeli pridobiti 
vpogled v mehanizem uravnavanja izražanja genov, ki pri glivi V. nonalfalfae do sedaj 
še ni bil preiskovan. Zanimalo nas je, ali rastlinam patogena gliva V. nonalfalfae 
vsebuje mehanizem interference RNA, ki danes velja za enega izmed poglavitnih 
mehanizmov negativnega uravnavanja izražanja genov, v katerem dvo-verižne molekule 
RNA vodijo utišanje specifičnih tarčnih mRNA oziroma genov, s čimer organizme 
varujejo pred vdori tujih DNA in RNA, kot so virusi in ponovljivi elementi, ter prav 
tako uravnavajo translacijo proteinov, udeleženih v razvoj organizmov in v številne 
druge celične aktivnosti (Farrell, 2017). 
 
Pri glivnem modelnem organizmu N. crassa je bil fenomen utišanja genov opisan že 
leta 1992, ko sta Romano in Macino preko izdelave in študije pigmentacijskih mutantov 
glive identificirala ključne proteine v genomu glive, ki vodijo proces utišanja 
specifičnih genov. Danes vemo, da so ključne komponente mehanizma RNAi 
polimeraza RdRP, ki sintetizira nespecifične dsRNA prekurzorje, ki jih v naslednji 
stopnji biosinteze majhnih utiševalnih RNA encim Dicer razreže na kratke dsRNA 
fragmente, sestavljene iz vodilne okoli 20 nt dolge sRNA ter njene komplementarne 
verige RNA, ki jo eksonukleaza odstrani, zrela sRNA pa je naložena v proteinski 
kompleks RISC, ki katalizira utišanje tarčne mRNA z nukleazno aktivnostjo proteina 
AGO (Agrawal in sod., 2003). Mehanizem RNAi je eden izmed pomembnejših 
mehanizmov uravnavanja izražanja genov v filamentoznih glivah, kamor uvrščamo tudi 
glivo V. nonalfalfae. Komponente mehanizma RNAi so bile identificirane pri številnih 
glivnih vrstah, kamor uvrščamo pomembne rastlinske in humane patogene, simbionte in 
druge gospodarsko pomembne glive,  ki vplivajo na naše vsakdanje življenje (Li in sod., 
2010). Majhne RNA, udeležene v procesih utišanja, katerih poglavitna vloga je vodenje 
kompleksa RISC do specifičnih tarč, pri glivah delimo v več različnih skupin glede na 
njihove mehanizme nastanka. Iz eksogenih RNA ali ponovljivih elementov so preko 
aktivnosti RdRP in DCL sintetizirane kratke interferenčne RNA (siRNA). S polimerazo 
RNA III so prepisani in nadaljnje procesirani geni milRNA. Pri glivi N. crassa je bil 
identificiran tudi razred siRNA v interakciji s QDE-2 (qiRNA), ki nastanejo iz regij 
rRNA po poškodbah DNA, ki so naložene v AGO glive, imenovan QDE-2. Še en razred 
malih RNA, ki izvirajo iz eksonskih regij, je bil identificiran pri glivi M. circinelloides, 
kjer tako imenovane ex-siRNA povratno uravnavajo izražanje gene, iz katerih izvirajo 
(Dang in sod., 2011). Študije mehanizma RNAi pri glivi N. crassa ter tudi kvasovki 
Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) so signifikantno prispevale k našemu 
razumevanju uravnavanja izražanja genov pri glivah ter vzpodbudile številne raziskave 
aplikacij mehanizma tako v študijah izražanja genov, kot tudi na ravni obrambe 
organizmov pred njihovimi patogeni (Chang in sod., 2012).  
 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 




V genomu glive V. nonalfalfae, ki je pomembnejši patogen hmelja, smo iskali 
komponente mehanizma RNAi, pri čemer smo se osredotočili na identifikacijo 
proteinov RdRP, DCL in AGO. Nadaljnje smo v genomu glive iskali regije kratkih 
utiševalnih RNA, s poudarkom na identifikaciji glivnih milRNA ter siRNA, ki izvirajo 
iz ponovljivih regij genoma glive. Glavni cilj raziskave je bil definirati potencialno 
vlogo mehanizma RNAi za patogenost glive, kar nam bo omogočilo boljše razumevanje 
interakcij gostitelj-patogen in vodilo v razvoj novih strategij obrambe rastlin. 
 
5.1 KOMPONENTE MEHANIZMA RNAi V GENOMU GLIVE Verticillium 
nonalfalfae 
 
Mehanizem RNAi je evolucijsko ohranjen proces uravnavanja izražanja genov v 
kraljestvu gliv, posredovan z delovanjem proteinov RdRP, DCL in AGO. Zgolj nekaj 
glivnih vrst, kot je modelni organizem S. cerevisiae ter humani patogen Cryptococcus 
deuterogattii, mehanizma ne posedujejo. Po drugi strani pa je mehanizem prisoten tako 
pri askomicetnih kot bazidiomicetnih glivah  (Dang in sod., 2011; Choi in sod., 2014; 
Nicolas in Garre, 2016). Gliva V. nonalfalfae je patogen hmelja, ki jo uvrščamo med 
askomicetne glive in je povzročiteljica bolezni prevodnega sistema hmelja (Inderbiztin 
in sod., 2011). Z obsežno bioinformacijsko analizo, ki je zajemala analizo BLAST ter 
ročno urejanje zaporedij genskih modelov, smo v genomu glive identificirali vse tri 
skupine proteinov RNAi: dve RdRP, ki smo jih poimenovali VnaRdRP1 (genski model 
Vna5.537) ter VnaRdRP2 (Vna8.563), dva DCL, VnaDCL1 (Vna7.578) ter VnaDCL2 
(Vna3.604) ter dva proteina AGO, imenovana VnaAGO1 (Vna2.1074) ter VnaAGO2 
(Vna3.272). V povprečju askomicetne glive podskupine Pezizomycotina, kamor spada 
velika večina filamentoznih askomicet, tudi V. nonalfalfae, v genomih vsebujejo po tri 
gene RdRP, dva DCL in dva AGO (Choi in sod., 2014). Število identificiranih 
komponent mehanizma RNAi pri glivi V. nonalfalfae tako korelira z odkritji pri drugih 
glivah, tudi pri sorodnejši glivi V. dahliae, ki je zaradi širokega spektra gostiteljskih 
rastlih, ki jih okužuje, prav tako pomembnejši patogen iz rodu Verticillium sensu stricto. 
V genomu glive V. dahliae, ki se morfološko razlikuje od V. nonalfalfae v tipu trajnih 
struktur, ki jih tvori (Inderbitzin in sod., 2011), so Jin in sod. (2019) identificirali tri 
homologe polimeraze RdRP, ki vsebujejo tipično domeno RdRP, dva homologa AGO z 
ohranjenima karakterističnima domenama PAZ in PIWI, ter dva homologa DCL, izmed 
katerih eden vsebuje zgolj eno katalitično domeno RNaseIII. V procesu identifikacije 
proteinov RNAi v genomu glive V. nonalfalfae tretje RdRP nismo identificirali, oba 
identificirana proteina DCL pa sta vsebovala po dve katalitični domeni RNaseIII. Prav 
tako dva encima DCL vsebuje tudi gliva V. alfalfae, ki je morfološko nerazločljiva od 
glive V. nonalfalfae. Razlike med glivama obstajajo na ravni DNA, kar so Inderbitzin in 
sod. (2011) opisali pri redefiniciji rodu Verticillium sensu stricto. 
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Šest identificiranih komponent RNAi glive V. nonalfalfae je vsebovalo vse tipične 
ohranjene domene, značilne za proteine RdRP, DCL in AGO.  V zaporedjih proteinov 
VnaDCL1 in VnaDCL2 smo identificirali ohranjene domene, tipične za endonukleaze 
razreda III (Nicolas in Garre, 2016), vendar smo pri proteinih opazili pomanjkanje 
domene PAZ, kar je bilo ugotovljeno tudi v primeru referenčnih proteinov DCL1 in 
DCL2 glive N. crassa (Catalanotto in sod., 2004). Enak fenomen je bil opažen pri 
glivnih proteinih Dicer gliv Trichoderma atroviride (Carreras-Villasenor in sod., 2013), 
F. graminearum (Chen in sod., 2015), M. robertsii (Meng in sod., 2017) ter 
Magnaporte oryzae (Raman in sod., 2017). Vloga domene PAZ v proteinih Dicer je 
vezava dsRNA prekurzorjev, ki so v naslednjem koraku katalitično cepljeni na kratke 
dsRNA fragmente (Song in Rossi, 2017). Pri analizi proteina Dicer-2 modelnega 
organizma D. melanogaster je bila kot ključna za vezavo dolgih prekurzorskih dsRNA 
identificirana »domena vezave dsRNA« ali dsRBD, ki se nahaja na C-terminalnem 
koncu proteina (Kandasamy in sod., 2017). Pomanjkanje domene PAZ je bilo opaženo 
tudi pri migetalkarju Tetrahymena, ki na svojem C-terminalnem koncu prav tako 
vsebuje domeno dsRBD, kar so raziskovalci opazli tudi pri analizi DCR1 glive S. 
pombe (Mochizuki in Gorovsky, 2005). Pri analizi obeh referenčnih proteinov DCL 
glive N. crassa smo ugotovili, da prav tako vsebujeta domeno dsRBD na svojem C-
terminalnem koncu, ki jima najverjetneje omogoča vezavo dsRNA prekurzorjev v 
kompleks encima. Tovrstne domene nismo identificirali v zaporedju obeh proteinov 
DCL glive V. nonalfalfae. Ker proteina VnaDCL1 in VnaDCL2 ne vsebujeta domene 
PAZ ali dsRBD, mehanizem vezave prekurzorskih dsRNA v sintezni poti siRNA ostaja 
neznan. Oba proteina pa sta vsebovala domeno dimerizacije dicerja oziroma »Dicer-
dimerisation«, katere funkcija je mediacija proteinskih interakcij ter šibka sposobnost 
vezave dsRNA (Qin in sod., 2010). Za opredelitev funkcije in sposobnosti vezave 
dsRNA obeh identificiranih proteinov DCL glive V. nonalfalfae bi bilo potrebno izvesti 
analize na ravni proteinov, kot so celična lokalizacija proteinov, pridobivanje čistega 
proteina z afinitetno kromatografijo ter testi cepitve sintetičnih dsRNA v pogojih in 
vitro (ang. in vitro cleavage assay). Prav tako bi lahko z dizajniranjem mutantov z 
izbitimi zaporedji genov DCL ter analizo ekspresije sRNA ter sekvenciranjem sRNA 
definirali, kateri izmed proteinov DCL glive V. nonalfalfae sodeluje v biosintezi sRNA 
oziroma milRNA.   
 
Oba identificirana proteina AGO glive V. nonalfalfae sta vsebovala domene ArgoN, 
DUF, PAZ in PIWI, ki skupaj z domeno MID tvori tako imenovano domeno »PIWI 
superfamily«, ki je bila okarakterizirana v proteinih VnaAGO1 in VnaAGO2. Domena 
PIWI superfamily vsebuje poddomeno vezave oziroma sidranja zrele siRNA na 5´koncu 
ter katalitično poddomeno na C-terminalnem koncu proteina (Marchler-Bauer in sod., 
2017). Zelo podobna organizacija funkcionalnih domen je bila opažena pri 
karakterizaciji domen proteina QDE-2 oziroma proteina AGO glive N. crassa, ki smo 
ga uporabili kot referenco za glivne proteine AGO. Prisotnost tipične domene RdRP, ki 
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je prisotna v vseh evkariontskih polimerazah RdRP (Nicolas in Garre, 2016), smo 
identificirali v proteinih VnaRdRP1 in VnaRdRP2 ter prav tako v proteinu QDE-1, ki je 
polimeraza RdRP glive N. crassa (Cogoni in Macino, 1999). V sintezi malih RNA in 
utišanju tarčnih genov pogosto ne sodelujejo vsi proteini RNAi, ki jih vsebuje nek 
organizem. Pri glivi N. crassa se sRNA tvorijo v sinteznih poteh, ki so odvisne ali 
neodvisne od aktivnosti proteinov DCL (Lee in sod., 2010). Večina kratkih utiševalnih 
RNA, ki izvirajo iz eksonskih regij glive M. circinelloides, je sintetiziranih z 
delovanjem RdRP1 ter DCL2; manjša frakcija ex-siRNA pa je sintetizirana v 
biosinteznih poteh, ki vključujejo RdRP2 ter DCL2 ali pa obe polimerazi RdRP (Dang 
in sod., 2011). Za natančo opredelitev, kako se tvorijo male utiševalne RNA glive V. 
nonalfalfae, bi bilo potrebno, kot smo omenili zgoraj, dizajnirati delecijske mutante 
posameznih genov RNAi ter preučiti njihov vpliv na količino sRNA ter delovanje 
sistema RNAi. 
 
V okviru identifikacije komponent mehanizma RNAi smo za izbrano skupino 
pomembnih rastlinam patogenih gliv (Doehlemann in sod., 2017; Jelen in sod., 2016) 
izvedli filogenetsko analizo na ravni komponent RNAi, s katero smo definirali visoko 
raven ohranjenosti komponent RNAi znotraj razreza Sordaryomycetes askomicetnih 
gliv. Po analizi podobnosti aminokislinskih zaporedij s primerjavo parov zaporedij 
posamezne skupine proteinov RNAi smo opazili, da si proteini skupine DCL in AGO 
delijo okoli 40 % podobnosti na ravni zaporedja aminokislin. Filogenetsko drevo 
proteinov Dicer je jasno ilustriralo sorodnost izbranih gliv tako na fiziološki kot na 
taksonomski ravni, saj smo opazili, da predstavniki podrazreda Hypocreomycetidae, to 
so Acremonium chrysogenum, Colletotrichum graminicola (C. graminicola), Nectria 
haematococca, F. graminearum, Fusarium oxysporum ter vse tri predstavnice 
Verticillium sensu stricto, vključno z glivo V. nonalfalfae, tvorijo specifične gruče, ki 
odražajo uveljavljeno in potrjeno taksonomijo gliv, kar je bilo v filogenetskem drevesu 
podkrepljeno z visokimi vrednostmi »bootstrap«. Predstavniki taksona 
Hypocreomycetidae so primarno saprofitske glive, vendar izbrane glive predstavljajo 
problematične in visoko virulentne talne patogene rastlin, ki tipično izkoriščajo 
gostiteljeva hranila z razraščanjem in življenjem znotraj gostitelja (Peg in Brady, 2002; 
Doehlemmann in sod., 2017). Nova taksonomija gliv Verticillium, ki so jo definirali 
Inderbitzin in sod. (2011), uvršča rod Verticillium sensu stricto v družino 
Plectosphaerellaceae, ki skupaj z družino Glomerellaceae tvori red Glomerellales. 
Bližnja sorodnost obeh družin reda Glomerellales je razvidna iz vseh treh filogenetskih 
dreves, kjer lahko opazimo, da se vrste Verticillium sensu stricto ter predstavnica 
Glomerellaceae C. graminicola, združijo v tako imenovano gručo Glomerellales znotraj 
podrazreda Hypocreomycetidae. S filogenetsko analizo komponent RNAi smo lahko 
potrdili obstoječo taksonomsko razvrstitev izbranih askomicetnih filamentoznih gliv ter 
predstavnic bazidiomicet, ki so tvorile specifične ločene skupine zaradi nizke stopnje 
podobnosti komponent RNAi. Ker je mehanizem RNAi evolucijsko ohranjen 
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mehanizem, prisoten v vseh kraljestvih evkariontov (Nakayashiki in sod., 2006), ga 
lahko izkoristimo kot orodje za študije izražanja genov v metodah, ki nadomestijo 
tradicionalne pristope izbitja genov. Z dizajniranjem ter izražanjem plazmidnih 
vektorjev v organizmih, ki nosijo zapis za dolge RNA, ki lahko tovrijo lasnico (ang. 
long hairpin RNA) (hpRNA) (Zhong in sod., 2012) in so procesirani z endogenimi 
encimi Dicer, lahko uspešno utišamo izražanje specifičnih genov v funkcijskih študijah 
tako esencialnih kot tudi redundantnih genov; slednje je bilo dokazano pri preučevanju 
mehanizma RNAi glive F. graminearum, kjer so vektorji s hpRNA po transformaciji 
glive uspešno utišali izbrane preučevane gene (Chen in sod., 2015).  
 
V isti študiji preučevanja RNAi glive F. graminearum, ki je bližnji sorodnik glive V. 
nonalfalfae in ki je bila intenzivno preučevana zaradi škodljivih posledic glivnih okužb 
na proizvodnjo pšenice in ječmena, so raziskovalci identificirali podobno število genov 
RNAi (Chen in sod., 2015), kot je količina genov RNAi v glivi V. nonalfalfae. 
Podobnost aminokislinskih zaporedij med proteini RNAi glive V. nonalfalfae z glivo F. 
graminearum je bila okoli 50 % v skupinah DCL in AGO. Vendar, v genomu glive V. 
nonalfalfae sta bili identificirani zgolj dve polimerazi RdRP, pri glivi F. graminearum 
pa pet različnih RdRP (Chen in sod., 2015). Dva proteina RdRP glive F. graminearum 
sta podobna oziroma sorodnejša QDE-1 glive N. crassa, ki smo ga uporabili kot 
referenco za RdRP proteine gliv. Še ena izmed F. graminearum RdRP je podobnejša 
rastlinskim proteinom RdRP, kar namiguje na dejstvo, da so se proteini RdRP pri glivi 
F. graminearum evolucijsko razvili iz različnih prednikov oziroma, da so se pojavili po 
horizontalnem prenosu dednega materiala (Chen in sod., 2015). FgRdRP3 je homolog 
tretje identificirane polimeraze RdRP glive N. crassa, to je RRP3. V genomu N. crassa 
pa so znanstveniki identificirali še eno RdRP, to je SAD-1, ki je bila povezana z 
mehanizem meiotskega utišanja genov oziroma MSUD, ki je poleg utišanja »quelling« 
drugi mehanizem utišanja genov v glivi N. crassa (Galagan in sod., 2003). S 
filogenetsko analizo proteinov RdRP smo opazili podobnost med proteinom SAD-1 ter 
VnaRdRP1, ki v svoji domeni RdRP deli 56,7 % posobnosti z domeno RdRP proteina 
SAD-1. Mehanizem MSUD ščiti genom pred zaporedji DNA, ki se med profazo 1 v 
mejozi, ki definira spolno razmnoževanje, ne vežejo komplementarno v duplekse DNA 
(Shiu in sod., 2002). Z mehanizmom MSUD asociirane siRNA, ki izvirajo iz 
transpozonov, so bile identificirane v N. crassa, kar povezuje mehanizem MSUD z 
obrambo genoma med mejozo (Wang in sod., 2015). Med primerjavo proteinskih 
zaporedij AGO v filogenetski analizi smo definirali 37,3 % podobnosti med proteinom 
VnaAGO1 ter proteinom SMS-2 (ang. meiotic silencing supressor 2), ki je drugi protein 
skupine AGO v glivi N. crassa ter utiševalna katalitična komponenta mehanizma 
MSUD (Galagan in sod., 2003). Aminokislinska podobnost med proteini VnaRdRP1 in 
SAD-1 ter VnaAGO1 in SMS-2 namiguje na možnost obstoja mehanizma MSUD v 
glivi V. nonalfalfae. Vendar, glive rodu Verticillium sensu stricto so nespolne glive, ki 
se razmnožujejo s tvorbo in vzklitjem haploidnih spor ter tvorbo dormantnih trajnih 
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struktur (Inderbitzin in sod., 2011). Po drugi strani pa so nedavne študije na različnih 
linijah glive V. dahliae definirale obstoj dveh paritvenih tipov v glivi ter identificirale z 
mejozo asociirane gene. Še več, različne linije naj bi se razvile z rekombinacijo 
prednikov, ki so se spolno razmnoževali, kar nakazuje na možnost, da gliva V. dahliae 
morda še vedno poseduje sposobnost spolnega razmnoževanja oziroma ga je nedavno 
izgubila (Milgroom in sod., 2014). Odkritja v glivi V. dahliae ter podobnosti med 
proteini V. nonalfalfae s komponentami MSUD namigujejo na verjetnost, da tudi gliva 
V. nonalfalfae poseduje mehanizem utišanja tekom spolnega razmnoževanja MSUD, 
katerega aktivnost pa je zaradi načina življenja, podobno kot gliva V. dahliae, tekom 
evolucije in diverzifikacije izgubila. 
 
Študije mehanizma RNAi v različnih glivah, ki v večini vključujejo izdelavo delecijskih 
mutantov genov za RdRP, DCL in AGO, so opredelile mehanizem RNAi ne le kot 
orodje za zagotavljanje integritete in stabilnosti genoma ter kot mehanizem, ki omogoča 
odzive na spremembe v okolju (Torres-Martinez in Ruiz-Vazquez, 2017), temveč kot 
enega izmed dejavnikov virulence, ki signifikantno prispeva h kolonizaciji gostitelja z 
utišanjem njegovih imunskih odzivov (Qutob in sod., 2013; Weiberg in sod., 2013; Hua 
in sod., 2018). V glivi Cryptococcus neoformans so komponentne RNAi udeležene v 
uravnavanje izražanja genov, potrebnih za sporulacijo ter za obrambo pred eksogenimi 
nukleinskimi kislinami (Janbon in sod., 2010). Podobno je bilo ugotovljeno v primeru 
glive Trichoderma atroviride, pri kateri sta DCR2 ter RdRP3 regulatorja razvoja spor, 
DCR1 in DCR2 pa skupaj uravnavata vegetativni razvoj, saj se mutanti omenjenih 
genov slabše razvijajo in rastejo (Carreras-Villasenor in sod., 2013).  Tudi v primeru 
glive Metarhizium robertsii so proteini RNAi regulatorji nespolnega razmnoževanja 
glive, saj so pri mutantah genov RNAi raziskovalci zabeležili nižje količine 
proizvedenih spor v primerjai z divjim tipom glive (Meng in sod., 2017). Nedavne 
študije Gaffar in sod. (2019) so pri glivi F. graminearum dognale, da so za biološke 
procese sporulacije, virulence, biosinteze mikotoksinov ter obrambe pred eksogenimi 
dsRNA potrebne različne komponente mehanizma RNAi, kar so raziskovalci preučili z 
izdelavo delecijskih mutantov komponent RNAi. Gliva Magnaporte oryzae pa z 
mehanizmom RNAi uravnava rast, razvoj ter patogenost. Delecijske mutante genov 
RdRP1 ter AGO3 namreč niso bile sposobne okužiti in kolonizirati ječmena, po drugi 
strani pa so bili v mutantah diferenčno izraženi geni, udeleženi v patogenosti glive 
(Raman in sod., 2017). Z namenom preučevanja vloge komponent RNAi v patogenosti 
glive V. nonalfalfae smo izvedli ekspresijko analizo identificiranih genov RNAi v 
kulturi glive V. nonalfalfae, pridobljene v gojišču XSM, ter v pogojih in planta z 
uporabo RNA, izolirane iz z visoko virulentnim izolatom T2 okuženih rastlin hmelja. 
Najvišje ravni izražanja genov RNAi smo zabeležili v visoko virulentnem izolatu T2 
(Slika 17), pri katerem je bilo vseh šest identificiranih genov RNAi glive V. nonalfalfae 
močno izraženih v miceliju, gojenem v gojišču XSM, ki posnema ksilem rastlin in s tem 
aktivno okolje, v katerem gliva razrašča po gostitelju in je v nenehni interakciji s 
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komponentami gostitelja (Neumann in Dobinson, 2003). Vsi geni so bili signifikatno 
bolj izraženi v miceliju XSM izolata T2, kot v miceliju, gojenem v gojišču CD, ki je 
osnovno gojišče, ki smo ga uporabljali za pridobivanje glive biomase in ki je služil kot 
endogena referenca v postopkih relativne kvantifikacije izražanja glivnih genov. Po 
drugi strani so bili geni RNAi glive V. nonalfalfae signifikantno manj izraženi, po 
normalizaciji glede na endogeno kontrolo, v miceliju XSM manj virulentnega patotipa 
Rec ter v sporah obeh izolatov.  
 
Opažanja v izražanju genov namigujejo na pomemben doprinos mehanizma RNAi k 
patogenosti visoko virulentnega izolata T2, ko je ta v interakciji z gostiteljem v 
prevodnem sistemu rastline. Zato smo v naslednji stopnji izvedli ekspresijsko analizo 
genov RNAi glive V. nonalfalfae v dveh kultivarjih hmelja, ki sta bila predhodno 
okužena z visoko virulentnim izolatom T2. Analizirali smo izražanje glivnih genov 
RNAi v dveh tkivih rastlin, v koreninah, kjer gostitelj in patogena gliva prvič 
vzpostavita kontakt in interakcijo, ter v steblih, kjer se v ksilemu gliva razrašča po 
rastllini ter povzroča blokiranje prevodnega sistema (Pegg in Brady, 2002; Inderbitzin 
in sod., 2011). V steblih obeh kultivarjev hmelja, v občutljivem kultivarju Celeia ter v 
odpornem kultivarju Wye Target, smo opazili višje nravni izražanja genov RNAi kot v 
koreninah. Ob tem pa smo opazili dve bistveni razliki v izražanju genov, ki nakazujeta 
na dva različna vpliva mehanizma RNAi ob okuževanju občutljivega in odpornega 
kultivarja hmelja. V odpornem kultivarju je bila polimeraza VnaRdRP1 34-krat bolj 
izražena ter VnaDCL2 10,3-krat bolj izražen v steblih v primerjavi z endogeno kontrolo, 
kar pomeni, da gliva med kolonizacijo stebel in vaskulature odpornega kultivarja 
intenzivno sintetizira siRNA. Ob tem smo opazili, da je bil izražen samo en protein 
AGO, VnaAGO2, vendar ne v obsegu, kakor VnaRdRP1 ter VnaDCL2, protein 
VnaAGO1 pa v tem primeru ni bil izražen. To bi lahko pomenilo, da gliva sintetizira 
siRNA, ki pa niso naložene v endogene proteine AGO glive V. nonalfalfae, temveč jih 
gliva kot efektorje transportira v hmelj, kjer bi lahko vplivali na potek okužbe ter na 
obrambne mehanizme gostitelja. Tovrsten prenos signalov RNAi med kraljestvi, v 
katerem patogeni transportirajo siRNA v gostitelje, kjer izkoristijo gostiteljeve proteine 
AGO za utišanje specifičnih genov oziroma model »trans-kingdom RNAi« (Zhang in 
Hong, 2019), je bil intenzivno preučevan pri glivi B. cinerea v interakciji z modelnim 
organizmom A. thaliana ter paradižnikom (Solanum lycopersicum). Ob infekciji gliva 
transportira siRNA v gostiteljske celice, kjer le-te motijo obrambne odzive rastline. 
Izražanje glivne siRNA Bc-siR37, katere tarča je vsaj 15 genov v A. thaliana, je 
inducirano ob okužbi rastline, ob tem pa je bilo opaženo izrazito zmanjšanje izražanja 
osmih tarčnih genov A. thaliana ob sočasnem pojavu intenzivnejših simptomov okužbe 
gostitelja (Wang in sod., 2017). Nedavno so podobne načine prenosa sRNA iz patogena 
v gostitelja definirali tudi v patosistemu glive Sclerotinia sclerotiorum ter rastline A. 
thaliana (Derbyshire in sod., 2019). V nasprotju z opažanji v odpornem kultivarju, pa 
vsi geni RNAi glive V. nonalfalfae v steblih občutljivega kultivarja kažejo povečano 
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izražanje, pri čemer je najbolj, 30-krat intenzivneje, izražen gen VnaAGO1, kar kaže na 
možnost sinteze in izrabe signalov siRNA v uravnavanju izražanja endogenih genov 
glive. 
 
5.2 MALE RNA GLIVE Verticillium nonalfalfae  
 
Da lahko odgovorimo  na vprašanje, ali gliva V. nonalfalfae uporablja mehanizem 
RNAi kot enega izmed faktorjev virulence ob okuževanju hmelja, smo v naslednji 
stopnji raziskave želeli identificirati siRNA ter predvsem milRNA in preučiti njihove 
tarče, tako v glivi, kot v hmelju. 
 
Filamentozne glive, kamor uvršamo tudi glivo V. nonalfalfae, obsegajo pomembne 
rastlinske patogene, ki so bili po odkritju mehanizma interference RNA vključeni v 
številne študije komponent RNAi ter malih molekul RNA, ki so mediatorji utišanja 
genov, saj s komplementarnim parjenjem z mRNA označijo tarče za razrez oziroma 
inhibicijo translacije (Dang in sod., 2011; Torres-Martinez in Ruiz-Vazquez, 2017). 
Študije različnih razredov malih RNA so danes mogoče s strategijami, ki vključujejo 
izdelavo obsežnih knjižnic transkriptoma malih RNA ter sekvenciranje z naprednimi 
platformami NGS. Razvoj številnih bioinformacijskih orodij, ki temeljijo na napovedi 
sekundarnih struktur RNA, omogoča analizo ogromne količine pridobljenih podatkov o 
zaporedjih kratkih RNA in napoved regij siRNA ter milRNA, katerih število v 
podatkovni zbirki miRBase intenzivno raste iz dneva v dan  (Zhou in sod., 2020). V 
procesu identifikacije siRNA ter predvsem milRNA glive V. nonalfalfae smo izbrali 
vpeljan pristop sekvenciranja kratkih RNA s sistemom NGS Ion Torrent, čemur je 
sledila obsežna bioinformacijska analiza surovih sekvenčnih podatkov ter identifikacija 
potencialnih milRNA z različnimi algoritmi za napoved miRNA. 
 
Po sekvenciranju smo pridobili podatkovne sete sRNA, krajših od 200 nt, pri vseh 
osmih vzorcih izoliranih kratkih RNA, to so vzorci štirih različnih tkiv manj 
virulentnega slovenskega izolata glive V. nonalfalfae Rec, ter visoko virulentnega 
slovenskega izolata T2. Odčitki sRNA so bili v povprečju dolgi med 15 in 30 nt, kar 
sovpada z dolžino siRNA ter milRNA gliv, ki je definirana med 18 in 30 nt (Agrawal in 
sod., 2003; Nicolas in Garre, 2016). Znotraj podatkovnih setov smo identificirali tudi 
zaporedja molekul rRNA, tRNA in sn-snoRNA, kar je bilo v skladu z našimi 
pričakovanji, saj se dolžine omenjenenih skupin strukturnih RNA gibljejo med 60 in 
400 nt (Zhang in sod., 2019), zaradi česar smo jih ujeli med izolacijo frakcije RNA, 
krajših od 200 nt, s komercialnim kompletom mirVana™. V procesih napovedi miRNA 
se tovrstne podatke izloči iz analize.  
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5.2.1 Molekule milRNA glive Verticillium nonalfalfae 
 
Napoved prekurzorjev in zrelih milRNA v genomu glive V. nonalfalfae smo izvedli z 
več različnimi programskimi paketi, ki omogočajo identifikacijo visoko pokritih regij v 
genomu, ki zavzamejo tipično sekundarno strukturo lasnice, kar je značilnost molekul 
miRNA (Li in sod., 2012). Izmed štirih uporabljenih programskih paketov za napoved 
miRNA (ShortStack, miRDeep2, miR-PREFer in MIReNA) smo največje število 
potencialnih prekurzorjev in zrelih milRNA pridobili po zagonu algoritma MIReNA, ko 
smo izbrali možnost napovedi miRNA iz sekvenčnih podatkov, pridobljenih s 
sekvenciranjem NGS. Manjše število potencialnih prekurzorjev in zrelih milRNA smo 
pridobili tudi z uporabo paketa miRDeep2, ki se od algoritma MIReNA razlikuje v 
načinu izbora potencialnih miRNA. Algoritem MIReNA genomske regije, ki so visoko 
pokrite s sekvenčnimi podatki in ki tovrijo specifično sekundarno strukturo, ovrednoti 
glede na pet numeričnih kriterijev, ki opredeljujejo način zvitja prekurzorja, ujemanje 
zaporedja miRNA in njenega komplementarnega zaporedja miRNA*, koliko je 
neujemanj nukleotidov v sekundarni strukturi prekurzorja, koliko znaša vrednost AMFE 
prekurzorja (ki mora biti ≤ -32) ter koliko znaša vrednost MFEI prekurzorja (ki mora 
biti < -0.85) (Matheiler in sod., 2010). Po drugi strani pa algoritem miRDeep2 oceni 
potencialne prekurzorje glede na tipično biosintezno pot miRNA, ki vključuje cepitev z 
encimom Dicer ter nastanek zrele miRNA in miRNA* ter ovrednoti pokritost tako 
prekurzorja, kot obeh oblik nastale miRNA. Večja kot je pokritost zaporedja zrele 
miRNA, ki mora presegati 60 % pokritosti zaporedja z odčitki sRNA, večja je 
verjetnost, da gre za resnično miRNA (Friedländer in sod., 2008). Pri medsebojnih 
primerjavah obeh programskih paketov na podatkovnih setih NGS različnih 
organizmov, sta oba algoritma dosegla podobne rezultate oziroma napovedi miRNA v 
smislu natančnosti in zanesljivosti napovedi ter v številu napovedanih miRNA (Li in 
sod., 2012b). MiRDeep in njegova izboljšana verzija miRDeep2 sta sicer najpogostejše 
orodje izbora za napoved miRNA pri različnih organizmih (Williamson in sod., 2013), 
vendar je prednost izbora algoritma MIReNA v flekisbilnosti iskanja miRNA z 
nestandardnimi značilnostmi, kot je dolžina zrele miRNA, ki lahko močno variira pri 
glivah, kjer so sRNA in milRNA definirane z dolžinami med 18 in 30 nt (Dang in sod., 
2011; Nerva in sod., 2020). Z algoritmom MIReNA smo lahko identificirali potencialne 
milRNA, daljše od 25 nt, kar je bila mejna vrednost dolžine napovedanih milRNA z 
miRDeep2.  
 
S programskim paketom MIReNA smo v genomu glive z mapiranjem sekvenčnih 
odčitkov NGS identificirali 156 potencialnih prekurzorjev oziroma zrelih milRNA v 
desetih podatkovnih setih, ki so predstavljali različna tkiva obeh patotipov glive V. 
nonalfalfae ter združena podatkovna seta Rec in T2. Ker programski paketi za napoved 
miRNA vedno identificirajo določen delež lažno pozitivnih miRNA (Li in sod., 2012b; 
Williamson in sod., 2012), smo kandidatne prekurzorje milRNA dodatno overdnotili na 
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več različnih ravneh, ki so zajemali dodatno analizo in ročen pregled sekundarne 
strukture, analizo lokacije v kodirajočih regijah proteinov ter analizo lokacije v regiji, 
specifični za visoko virulentni patotip glive PG2 (Radišek in sod., 2006; Jakše in sod., 
2018). Nadaljnje smo prekurzorje kategorizirali glede na kriterije za izbor rastlinskih 
miRNA (Mishra in sod., 2015), s čimer smo pridobili seznam 27 resnično pozitivnih 
prekurzorjev oziroma zrelih milRNA, katerih glavna značilnost je tipiča sekundarna 
struktura lasnice (Preglednica 14). Dolžine identificiranih zrelih milRNA glive V. 
nonalfalfae so se gibale med 18 in 29 nt, kar je značilnost milRNA gliv (Dang in sod., 
2011). V naslednjem koraku analize smo eksperimentalno potrdili izražanje 
kandidatnim milRNA, pri čemer smo se odločili za metodo detekcije milRNA z RT-
qPCR, ki velja za najbolj občutljivo, hitro in cenovno dostopno metodo za detekcijo 
specifičnih miRNA, tudi manj zastopanih, v vzorcih izoliranih RNA (Farrell, 2017). Po 
protokolu Kramer (2011) smo dizajnirali za milRNA specifične »stem-loop« začetne 
oligonukleotide, ki smo jih uporabili v obratnem prepisu zrelih miRNA v cDNA, ter 
začetne oligonukleotide za pomnoževanje milRNA v reakcijah qPCR (Preglednica 15, 
Preglednica 16). Pri tem smo za pomnoževanje milRNA izbrali reagente Sybr Green in 
ne pomnoževanje milRNA z uporabo pristopa TaqMan, ki uporablja za miRNA 
specifične sonde za povečanje občutljivosti detekcije zaporedij miRNA. Odločitev je 
temeljila na cenovni nedostopnosti sond, saj bi potrebovali najmanj 27 specifičnih sond 
za analizo izbranih kandidatnih milRNA. Pomnoževanje miRNA z uporabo pristopa 
Sybr Green je sicer manj specifično, kot pristop TaqMan, kar pa smo kompenzirali z 
izdelavo daljših začetnih oligonuleotidov, kot jih priporoča protokol Kramer (2011), s 
čimer smo pri določenih milRNA pokrili celotno dolžino zrele milRNA in s tem 
povečali specifičnost pomnoževanja zaporedij verticilijevih milRNA. Prav tako smo 
analizirali talilne krivulje vseh produktov qPCR na treh tehničnih in treh bioloških 
ponovitvah in na ta način potrdili izražanje 15 izmed 27 izbranih milRNA glive V. 
nonalfalfae. Za pomnožene milRNA, katerih zaporedja nismo uspeli v celoti prekriti z 
začetnim oligonukleotidom, smo izvedli sekvenciranje pridobljenih produktov PCR. 
Ugovotili smo, da se pri vseh milRNA, razen eni, zaporedje, ki ni pokrito s začetnih 
oligonukleotidom, ne ujema s predvidenim zaporedjem milRNA, temveč se na teh 
mestih pojavi eden ali več SNP, s čimer nismo mogli zagotoviti specifičnosti 
pomnoževanja milRNA. V teh primerih bi bilo potrebno uporabiti sonde TaqMan, ali, 
kot je svetovano v novejših raziskavah miRNA, daljše začetne oligonuleotide z 
nukleinskimi kislinami LNA, ki povečajo specifičnost vezave začetnega oligonukleotida 
ter ustrezne milRNA, sama izdelava in cenovna dostopnost tovrstnih začetnih 
oligonukleotidov pa se ne razlikuje bistveno v primerjavi s tradicionalnimi začetnimi 
oligonukleotidi (Grünweiler in Hartmann, 2007; Farrell, 2017). Na tržišču obstaja 
komercialni komplet, ki omogoča zasnovo testa specifičnih miRNA s po meri 
dizajniranimi začetnimi oligunukletidi LNA, kar bi najverjetneje izboljšalo občutljivost 
detekcije preiskovanih milRNA glive V. nonalfalfae. Z izbranim načinom potrjevanja 
izražanja milRNA smo tako z visoko zanesljivostjo detektirali in potrdili prisotnost 
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devetih glivnih milRNA, ki smo jih pomnožili v reakciji qPCR z uporabo začetnih 
oligonukleotidov, ki so pokrili celotno dolžino zrele milRNA. V primeru ene 
identificirane milRNA (miR-25, kasneje poimenovana conserved-miR-7044) smo 
specifično zaporedje, ki ga nismo uspeli pokriti z začetnim oligonukleotidom, analizirali 
ter potrdili s kloniranjem in sekvenciranjem produkta PCR. Glede na relativno visoko 
število kandidatnih prekurzorjev milRNA ter glede na nizko število potrjenih milRNA, 
smo razmišljali o alternativnih pristopih detekcije milRNA, s čimer bi povečali nabor 
potrjenih milRNA glive V. nonalfalfae. Novejši pregled stanja na področju anotacije 
oziroma potrjevanja izražanja milRNA Axtella in Meyersa (2018) govori v prid 
potrditve določene miRNA zgolj iz sekvenčnih odčitkov NGS, iz katerih se lahko določi 
prisotnosti zaporedja miRNA ter njenega komplementarnega zaporedja miRNA*, med 
katerima so manj kot štiri neujemanja, ko tvorita dupleks miRNA/miRNA*. Nadaljnje 
se anotacijo miRNA označi kot miRNA z visoko verjetnostjo, če se na zaporedje zrele 
miRNA ter na miRNA* poravna vsaj 10 sekvenčnih odčitkov kratkih RNA; na ta način 
ovrednotene miRNA se smatra kot resnične miRNA ter se jih lahko predloži v 
podatkovno zbirko miRBase (Kozomara in Griffiths-Jones, 2014). Z ozirom na tovrstna 
priporočila za anotacijo miRNA bi v naboru potencialnih milRNA glive V. nonalfalfae 
najverjetneje lahko potrdili večje število novih milRNA, saj smo določili milRNA, na 
katere se poravna večje število odčitkov sRNA (Preglednica 14: miR-06, miR-13, miR-
17, miR-18, miR-20), vendar jih zaradi omejitev metode RT-qPCR nismo uspeli 
detektirati.  
 
Devet potrjenih glivnih milRNA, katerih specifična zaporedja smo uspešno pomnožili v 
reakciji RT-qPCR, smo poimenovali glede na uveljavljeno nomenklaturo miRNA. 
Osem izmed devetih milRNA so nove milRNA, katerih zaporedja nimajo zadetka v 
podatkovni zbirki miRBase, zato smo jih poimenovali po glivi V. nonalfalfae z oznako 
»vna« ter jim dodali zaporedne številke od ena do osem. Ena izmed potrjenih milRNA 
pa je imela zadetek v miRBase (Slika 32) in je homologna zaporedju mišje miRNA 
mmu-miR-7044. Za lažjo interpretacijo rezultatov smo jo za namene doktorske 
disertacije označili s »conserved-miR-7044«. Zaporedja ter podatke o identificiranih ter 
eksperimentalno potrjenih milRNA glive V. nonalfalfae bomo v prihodnosti predložili v 
podatkovno zbirko miRBase. Z identifikacijo in potrditvijo izražanja milRNA smo prvič 
poročali o milRNA molekulah glive V. nonalfalfae. Pri njej sorodni glivi V. dahliae so 
raziskovalci identificirali sedem potencialnih milRNA ter z analizo Northern blot 
potrdili izražanje ene milRNA (Jin in sod., 2019). Število identificiranih in potrjenih 
milRNA pri glivi V. nonalfalfae sicer sovpada s številom milRNA pri drugih 
filamentoznih glivah (Preglednica 1), kjer so raziskovalci identificirali in potrdili od 2 
pa do 20 glivnih milRNA, medtem ko večja števila opredeljujejo zgolj napovedi iz 
sekvenčnih odčitkov, ne pa nujno tudi dejansko število potrjenih milRNA. Izmed 
devetih identificiranih milRNA glive V. nonalfalfae tri izvirajo iz eksonskih regij 
anotiranih genskih modelov glive, kar smo določili z analizo kodirajočih regij 
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proteinov. Študije izvora miRNA, predvsem na živalskih modelnih organizmih, so 
identificirale in potrdile prisotnost miRNA, ki so prepisane iz eksonskih regij oziroma iz 
regij na mejah med eksoni in introni, večinoma gre za neprevedene transkripte mRNA  
(Rodriguez in sod., 2004; Olena in Patton, 2010). Po pregledu lokacije identificiranih 
milRNA znotraj genskih modelov ter analizi podatkov RNA-seq smo ugotovili, da se 
vse tri milRNA nahajajo v eksonih, ki pripadajo računalniško predvidenim genskim 
modelom, ki pa najverjetneje niso izraženi, saj so zelo nizko pokriti z odčitki RNA. 
Ugotovitev je v skladu z opažanji o izvoru miRNA pri drugih organizmih. Podobno so 
ugotovili tudi Lau in sod. (2018), ki so v glivi Coprinopsis cinerea identificirali dve 
milRNA, ki prav tako izvirata iz eksonov, medtem ko je večina milRNA glive izvirala 
iz medgenskih regij.  
 
V okviru potrjevanja izražanja milRNA smo izvedli tudi analizo tkivno specifičnega 
izražanja milRNA z absolutno kvantifikacijo števila molekul milRNA. Za regulatorne 
miRNA je značilno, da se lahko v različnih tkivih in organizmih nahajajo v zgolj nekaj 
kopijah, ali pa v več tisoč kopijah na celico (Chen in sod., 2011; Aldridge in Hadfield, 
2012). Tovrstno distribucijo devetih identificiranih milRNA smo analizirali v obeh 
patotipih glive, v manj virulentnem izolatu Rec ter v visoko virulentnem izolatu T2, ter 
v dveh tkivih, v miceliju, gojenem v XSM, ki simulira rastlinsko okolje, kjer je gliva 
najbolj aktivna, ter v sporah, ki predstavljajo način razvoja in razmnoževanja glive. 
Ugotovili smo, da so izmed devetih milRNA štiri milRNA (vna-miR-2, vna-miR-3, 
vna-miR-7 ter vna-miR-8) najbolj močno izražene izmed vseh milRNA glive V. 
nonalfalfae, pri katerih smo določili preko milijon kopij milRNA na 1 ng izolirane RNA 
(Slika 34). Največje število kopij vseh milRNA smo identificirali v miceliju XSM 
visoko virulentnega patotipa, kar nakazuje na verjetno intenzivno delovanje mehanizma 
RNAi tekom kolonizacije rastlinskega prevodnega sistema. V manj virulentnem 
patotipu pa smo najvišje ravni milRNA detektirali v sporah, kar namiguje na 
uravnavanje sporulacije z RNAi (Wang in sod., 2018; Zhou in sod., 2012b). Podoben 
trend smo opazili tudi z ekspresijsko analizo komponent RNAi v glivi, kjer smo prav 
tako ugovotili, da so proteini RdRP, DCL in AGO močno izraženi v miceliju XSM 
visoko virulentnega patotipa T2. Tovrstna opažanja so v korelaciji z raziskavami pri 
drugih glivah, ki so določene identificirane milRNA ter mehanizem RNAi opredelile 
kot dejavnik virulence, ki s prenosom signalov RNAi vpliva na izražanja tarč v 
gostiteljih (Wang in sod., 2017), po drugi strani pa lahko milRNA vplivajo na 
patogenost glive z uravnavanjem izražanja endogenih genov, udeleženih v sintezi 
toksinov (primer Fusarium oxysporum)  (Jiang in sod., 2017) ali genov, ki so znani 
virulentni faktorji patogenih glih (primer V. dahliae) (Jin in sod., 2019). Na podlagi 
trenda izražanja komponent mehanizma RNAi ter molekul milRNA, ki so signifikantno 
izraženi v visoko virulentnem patotipu glive V. nonalfalfae, lahko zaključimo, da je 
mehanizem RNAi eden izmed faktorjev patogenosti glive oziroma visoko virulentnega 
patotipa T2, vendar z opravljenimi raziskavami ne moremo opredeliti poti, po katerih 
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RNAi vpliva na virulentnost glive, ali gre pri tem za uravnavanje izražanja endogenih 
genov, ki doprinesejo k virulenci glive, ali pa gliva V. nonalfalfae, podobno kot B. 
cinerea sRNA transportira v gostitelja, kjer vpliva na izražanje gostiteljevih obrambnih 
genov. Glede na opažanja o izražanju genov RNAi ter milRNA v manj virulentnem 
patotipu ter v sporah glive pa lahko zaključimo, da v omenjenem patotipu mehanizem 
RNAi igra pomembno vlogo v uravnavanju izražanja endogenih genov ter v sporulaciji, 
saj so v izolatu Rec komponentne RNAi manj izražene v miceliju XSM in sporah, 
proteini AGO so močno izraženi v manj virulentnem izolatu ob okužbi hmelja, prav 
tako pa so identificirane milRNA bolj izražene v sporah kot v miceliju XSM. Da je 
mehanizem RNAi pomemben dejavnik sporulacije gliv, je bilo dokazano pri več glivnih 
vrstah, kjer so bile milRNA udeležene v razvojno specifično uravnavanje izražanja 
genov (primer Trichophyton rubrum; Wang in sod., 2018), (primer Metarhizium 
anisopliae; Zhou in sod., 2012b). 
 
Da bi vsaj delno opredelili vlogo RNAi v patogenosti glive ter v uravnavanju izražanja 
endogenih genov, smo identificiranim in potrjenim milRNA napovedali tarče v 
anotiranem genomu glive ter v transkriptomu hmelja. S spletnim orodjem psRNATarget 
smo za devet milRNA identificirali 307 možnih predpostavljenih tarčnih mRNA v 
različnih genskih modelih glive ter 661 predpostavljenih tarčnih mest znotraj 
transkriptov hmelja. Največ napovedanih tarč smo identifircirali za ohranjeno milRNA 
conserved-miR-7044 ter za vna-miR-3. Slednja je bila ena izmed štirih najbolj 
zastopanih milRNA oziroma izraženih milRNA po številu kopij na 1 ng RNA, ki ima v 
genomu glive 78, v transkriptomu hmelja pa 70 tarč. Biološke funkcije predpostavljenih 
tarč v glivi, ki smo jih določili s klastriranjem tarč po genskih ontologijah, so 
uravnavanje osnovnih bioloških ter metabolnih procesov (Slika 36). Po drugi strani pa 
smo v transkriptomu hmelja identificirali večje število predpostavljenih tarč, kot v 
genomu glive, ki so udeleženi predvsem v biološke procese obrambe rastline, kar 
nakazuje na možnost prenosa signalov RNAi med glivo V. nonalfalfae ter hmeljem, 
podobno kot pri glivi Rhizophagus irregularis, kjer je bilo skupno identificiranih 237 
rastlinskih tarčnih transkriptov (Silvestri in sod., 2019). Menimo, da bi lahko s 
prenosom signalov RNAi gliva V. nonalfalfae ovirala obrambne mehanizme v 
gostiteljski rastlini, saj je komunikacija med organizmi na ravni RNAi opisana z utišanji 
gostiteljevih obrambnih odzivov z sRNA patogenih gliv po eni strani, ter utišanjem 
faktorjev virulentnosti patogenih gliv z sRNA gostiteljev na drugi strani (Weiberg in 
sod., 2013, Weiberg in Jin, 2015; Hua in sod., 2018). Za potrditev obstoja RNAi med 
kraljestvi znotraj patosistema V. nonalfalfae-hmelj bi bilo potrebno izvesti dodatne 
študije, ki bi vključevale izdelavo delecijskih mutantov RNAi glive V. nonalfalfae ter 
analize patogenosti mutantov, funkcionalne analize tarčnih transkriptov ter opredeliti, 
ali je gliva V. nonalfalfae sposobna izločiti in transportirati sRNA ali milRNA v 
ekstracelularnih veziklih, ki so poglavitni način prenosa signalov RNAi med kraljestvi 
(da Silva in sod., 2015; Wang in Dean, 2020). 
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V zadnji stopnji analize mehanizma RNAi v glivi V. nonalfalfae smo želeli potrditi 
aktivnost RNAi z analizo razreza predpostavljenih tarč z metodo 5' RLM-RACE, ki ima 
glede na podatkovno zbirko miRTarBase (mirtarbase.cuhk.edu.cn/php/index.php), ki 
vsebuje podatke o preko 20 000 interakcijah miRNA-tarča, šibek status validacije, 
predvsem na račun nizke učinkovitosti same metode. Vendar, po drugi strani, omogoča 
visoko stopnjo zaupanja v pridobljene rezultate oziroma potrditev aktivonosti miRNA 
ter mehanizma RNAi (Hsu in sod., 2011). Odločili smo se za analizo razreza 
predpostavljenih endogenih tarč, napovedanih iz anotiranega genoma glive V. 
nonalfalfae. Izmed 307 napovedanih tarčnih mest smo izbrali osem najboljših 
predvidenih tarčnih mest za različne identificirane in potrjene milRNA, glede na 
ujemanje regije »seed« med milRNA in mRNA, glede na vrednost UPE (ki naj bo čim 
nižja) ter glede na vrednost Expectation (ki naj bo prav tako čim nižja) (Elton in 
Yalowich, 2015). Izmed osmih predpostavljenih tarč smo potrdili izražanje štirih 
genskih modelov, ki smo jih uporabili v zasnovi poskusa 5' RLM-RACE. S 
pomnoževanjem ligiranih 5' koncev razrezanih mRNA v reakcijah vgnezdenega PCR 
smo uspeli določiti mesto razreza na dveh tarčah, znotraj genskega modela chr5_847 ter 
chr2_495. Vendar, v nobenem izmed genskih modelov nismo določili 
predpostavljenega visoko rangiranega mesta razreza, temveč dve drugi alternativni 
tarčni mesti znotraj istega genskega modela, ki smo ju identificirali po naknadni analizi 
tarčnih mest glede na pridobljena nukleotidna zaporedja po kloniranju in sekvenciranju 
produktov vgnezdenega PCR. S porastom količine podatkov o miRNA ter vedno 
večjem številu anotacij miRNA v podatkovni zbirki miRBase so bila razvita številna 
orodja za napoved tarč oziroma tarčnih mRNA, katerih algoritmi v večini identificirajo 
interakcije miRNA in tarče glede na komplementarno vezavo regije »seed« zrele 
miRNA z mRNA, kar nadaljnje ocenijo glede na prosto energijo vezave miRNA-
mRNA ter dostopnosti tarčnega zaporedja znotraj mRNA (Bartel, 2009; Elton in 
Yalowich, 2015; Huberdeau in Simard, 2019). Vendar, glede na razlike v posameznih 
algoritmih, lahko različna orodja napovedo različno število predpostavljenih tarč in 
različna tarčna mesta znotraj posameznih transkriptov (Huberdeau in Simard, 2019). 
Priporočilo pri izbiri predvidenih tarčnih mest, ki jih želimo validirati, danes narekuje 
uporabo vsaj dveh različnih in neodvisnih orodij za napoved potencialnih tarčnih mest 
ter eksperimentalno potrjevanje tistih, ki so napovedane v dveh ločenih analizah (Kuhn 
in sod., 2008). V našem primeru smo uporabili zgolj eno bioinformacijsko orodje za 
napoved predpostavljenih tarč identificirianim in potrjenim milRNA, to je 
psRNATarget, ki je pogosto citirano orodje izbora za in silico identifikacijo tarč glivnih 
milRNA (Lin in sod., 2015; Mueth in sod., 2015; Derbyshire in sod., 2018; Dubey in 
sod., 2019). Po drugi strani pa nekaj raziskav glivnih milRNA (Kang in sod., 2013; Liu 
in sod., 2015; Dhalmann in Kück, 2015) navaja uspešno napoved tarč s prosto 
dostopnim orodjem miRanda, ki, podobno kot orodje psRNATarget, identificira tarče na 
podlagi komplementarne vezave regije »seed« z mRNA (Enright in sod., 2003; John in 
sod., 2004). Zaradi razlik v posameznih algoritmih ter odstopanj med napovedanimi ter 
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eksperimentalno potrjenimi tarčnimi mesti bi morali v primeru identifikacije 
predvidenih tarč milRNA glive V. nonalfalfae uporabiti več različnih orodij za napoved 
tarčnih mest. S tem bi v končni fazi izboljšali samo učinkovitost eksperimetalnega 
potrevanja interakcije med milRNA ter mRNA in razrez tarče z metodo 5' RLM-RACE, 
ki se je v našem primeru izakazala za manj primerno, ravno zaradi neujemanj med in 
silico napovedmi ter dejanskim rezultatom dveh eksperimentalno potrjenih tarč. 
 
Pri rastlinah je znano, da se razrez tarčnih mRNA v veliki večini primerov zgodi med 10 
in 11 nt, ki sledita začetku komplementarnega ujemanja miRNA ter mRNA (Park in 
Shin, 2014). Pri glivah so tovrstne informacije skope, oziroma tarčna mesta opredeljena 
pri zgolj nekaj glivnih vrstah, kot je Fusarium oxysporum, pri kateri je tarčna mRNA 
prav tako razrezana med 10 in 11 nt (Chen in sod., 2014). Po drugi strani milRNA glive 
Puccinia striiformis razreže tarčo med 11 in 12 nt (Wang in sod., 2017), pri rastlini 
tobaka pa so razsikovalci ugovotili celo, da miRNA razreže tarčo med 9 in 10 nt ter 
čisto na koncu komplementarnega ujemanja med miRNA in mRNA tarče (Huen in sod., 
2018). Med proučevanjem eksperimentalno potrjenega tarčnega mesta razreza obeh 
genskih modelov smo ugotovili, da so transkripti mRNA razrezani na mestih, ki ne 
sledijo predvideni shemi razreza med 10 in 11 nt, kar sicer velja za rastlinske miRNA in 
njihove tarče, vendar gre za delno sprejeto pravilo tudi pri glivah. V primeru razreza 
tarče chr5_847 je mRNA razrezana med 15 in 16 nt, tarča chr2_495 pa med 6 in 7 nt, 
znotraj regije seed (Slika 44). Med proučevanjem literature podobnih primerov, razen 
zgoraj izpostavljenih, nismo identificirali, vendar zaupamo rezultatom analize 5' RLM-
RACE ter na podlagi eksperimetalnih ugotovitev potrjujemo aktivnost mehanizma 
RNAi v glivi V. nonalfalfae. Kot nadaljevanje zastavljenega ter za preučevanje prenosa 
singalov RNAi med kraljestvi na modelu V. nonalfalafe-hmelj, bi želeli eksperimetalno 
potrditi razrez predpostavljenih tarč v hmelju, ki bi jih za izboljšanje natančnosti izbora 
potencialnih tarč pred eksperimentalnim potrjevanjem napovedali z vsaj še enim 
orodjem poleg že uporabljenega orodja psRNATarget. Po drugi strani pa bi 
eksperimentalno potrjevanje mehanizma RNAi v glivi lahko izvedli z metodami, kot so 
diferencialna ekspresija specifičnih miRNA z izražanjem sintetičnih miRNA, ki 
posnemajo endogene RNA v mutantih ali z inhibicijo specifičnih miRNA z 
antagonističnimi miRNA, ki se vežejo s preiskovano miRNA, čemur sledi analiza 
tarčnih proteinov s prenosom po Westernu. Tarčne mRNA bi lahko eksperimetalno 
potrdili tudi z imunoprecipitacijo kompleksa RISC ter analizo vezanih mRNA z visoko 
zmogljivim sekvenciranjem ali z mikromrežami (Thomson in sod., 2011; Elton in 
Yalowich, 2015; Huberdeau in Simard, 2019). Opisane metode sicer ne omogočajo 
določitve točnega mesta razreza znotraj mRNA, kar lahko analiziramo s pristopom 
paralelne analize koncev RNA (ang. parallel analysis of RNA ends) (PARE), ki je 
modificirana visokozmogljiva metoda 5' RLM-RACE, ki namesto reakcij vgnezdenega 
PCR sekvencira produkte ligacije in obratnega prepisa razrezanih RNA (Thomson in 
sod., 2011). Detekcijo predpostavljenih tarčnih mest razreza z metodo 5' RLM-RACE 
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pa lahko še dodatno izboljšamo z analizo ligiranih in obratno prepisanih razrezanih 
RNA s qPCR, kjer za detekcijo specifičnega mesta razreza, ki se drži adapterja RNA, 
uporabimo sonde, ki pokrivajo del zaporedja adapterja ter predvideno cepitveno mesto 
mRNA (Lasham in sod., 2010). 
 
5.2.2 Male RNA, ki izvirajo iz ponovljivih zaporedij genoma glive Verticillium 
nonalfalfae 
 
Poleg molekul miRNA, ki so pomembni akterji mehanizma RNAi pri glivah, smo v 
genomu glive na podlagi mapiranja sekvenčnih odčitkov sRNA želeli opredeliti tudi 
molekule sRNA, ki izvirajo iz ponovljivih elementov genoma, kot so transpozoni in 
retrotranspozoni. Male RNA, ki izvirajo iz ponovljih zaporedij, namreč niso samo 
pomembni regulatorji invazivnih ponovljivih zaporedij, temveč tudi regulatorji drugih 
genskih regij v genomih organizmov (Shipz in sod., 2008; McCue in Slotkin, 2012; 
Cho, 2018). Danes je znano, da je poglavitna vloga RNAi ter sRNAv glivah, poleg 
uravnavanja izražanja endogenih genov udeleženih v razvoju, razmnoževanju ter 
patogenosti, tudi obramba genoma pred invazivnimi ponovljivimi zaporedji, s čimer se 
zagotavlja integriteta genoma z utišanjem ponovljivih elementov (Nicolas in Ruiz-
Vazquez, 2013). Po drugi strani pa je število primerov o študijah utišanja ponovljivih 
elementov z RNAi relativno nizko, pri čemer je večina raziskav omejena na glivni 
model N. crassa (Nolan in sod., 2005), ter patogene glive, kot sta M. circinelloides 
(Nicolas in sod., 2010) ter M. oryzae (Murata in sod., 2007). Model utišanja ponovljivih 
elementov z RNAi govori o sintezi prekurzorjev dsRNA po prepisu terminalnih 
nasprotismernih zaporedij ponovljivih elementov (ang. terminal inverted repeats), 
homolognih tarčnim ponovljivim elementom, ki jih encim Dicer procesira v okoli 20 do 
25 nt dolge siRNA, ki, naložene v kompleks RISC, vodijo utišanje homolognih 
zaporedij (Bernstein in sod., 2001; Hammond in sod., 2001). Pri glivi N. crassa sta bili 
v utišanje retrotranspozona vrste LINE udeleženi endonukleaza Dicer ter Argonavt 
QDE-2, ne pa tudi RdRP QDE-1, ki v sintezni poti siRNA formira prekurzorje dsRNA. 
Raziskovalci so prav tako identificirali 25 nt dolge siRNA, ki so se poravnale na 
ponovljivi element (Nolan in sod., 2005). Pri glivi M. oryzae pa so Nunes in sod. (2011) 
identificirali skupino siRNA dolžine med 18 in 23 nt, ki so se mapirale na ponovljive 
elemente skupine retrotranspozonov LTR, za katere se domneva, da so udeleženi v 
povratnem negativnem uravnavanju premeščanja retrotranspozonov po genomu glive. Z 
razvojem številnih bioinformacjskih orodij ter rastočim številom zaporedij celotnih 
genomov, se v zadnjem času povečuje število raziskav ponovljivih elementov ter z 
njimi povezanih sRNA tudi v drugih glivih vrstah (Castanera et al., 2016). 
 
V genomu glive V. nonalfalfae smo v prvi fazi analize želeli določiti regije ponovljivih 
elementov z orodjem Repeat Masker, s čimer smo v genomu glive anotirali 2208 
lokusov ponovljivih elementov. Ponovljive elemente delimo v dve večji skupini: razred 
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I zajema  retrotranspozone, ki se po genomu premeščajo preko vmesne stopnje RNA; 
razred II pa so transpozoni DNA, ki se premeščajo z direktnim izrezom zaporedja DNA 
in  insercijo na drugo mesto v genomu (Cho et al., 2018). V referenčnem genomu glive 
V. nonalfalfae izolata T2 so bili najbolj zastopani elementi skupine retrotranspozonov, 
specifično podskupina retrotranspozonov LTR z 766 anotacijami v genomu, kar je v 
skladu z opažanji o zastopanosti posameznih skupin ponovljivih elementov v genomih 
drugih gliv, kjer prav tako prevladujejo retrotranspozoni skupine LTR (Muszewska in 
sod., 2011; Castanera in sod., 2016). Nedavno je bilo dokazano, da imajo ponovljivi 
elementi, poleg efektorskih genov, v genomih patogenih gliv pomembno vlogo pri 
adaptaciji na spremembe v okolju (Muszewska in sod., 2019). V genomu glive V. 
dahliae so Faino in sod. (2016) opredelili ponovljive elemente, ki zagotavljajo 
plastičnost genoma tako na pasiven kot aktiven način in s tem prispevajo k razvoju 
virulence patogena. Ponovlji elementi tako niso zgolj vsiljiva in škodljiva DNA, temveč 
zagotavljajo specifičen življenski slog gliv, kot je razvidno pri glivah Fusarium ter M. 
oryzae, kjer so geni povezani, z aktivnostmi ponovljivih elementov, eden izmed 
mehanizmov specializacije glive na specifične ekološke niše oziroma gostitelje (Ma in 
sod., 2010; Yoshida in sod., 2016). Ponovljivi elementi v genomu glive V. nonalfalfae 
sicer skupno predstavljajo 0,74 % genoma, medtem, ko se delež ponovljih elementov po 
genomih gliv giblje med 0,02 ter 29,8 % (Castanera in sod., 2016). Največ ponovljivih 
elementov se nahaja na najdaljšem kromosomu 1 ter na kromosomu »unplaced«, ki 
zajema vse kontige, ki jih ni bilo mogoče umestit na optično karto med procesom 
sestavljanja genoma glive V. nonalfalfae (Jakše in sod., 2018).  
 
Nadaljnje pa smo v genomu glive, anotiranim s ponovljivimi elementi, identificirali 
preko 50 ponovljivih elementov v obeh patotipih glive, visoko virulentnem ter manj 
virulentnem, ki so bili zadosti pokriti z odčitki sRNA (TPM > 100), da smo jih 
domnevali kot vire sRNA. Med 30 in 70 ponovljivih elementov z zadostno pokritostjo 
smo odkrili v vseh osmih podatkovnih setih sRNA glive V. nonalfalfae, pri čemer je 
bilo največ ponovljivih elementov, pokritih s sRNA, identificiranih v podatkovnih setih 
T2_trajni ter Rec_XSM (Slika  47). Retrotranspozoni LTR so bili skupina z največ 
predstavniki ponovljivih elementov z mapiranimi odčitki sRNA, medtem, ko je bilo 
najmanj identificiranih transpozonov DNA. Dolžine odčitkov sRNA, ki se v večjem 
številu poravnajo na ponovljive elemente, se gibljejo med 20 in 25 nt, kar je v skladu z 
opažanji o dolžinah siRNA, ki izvirajo iz ponovljivih elementov M. oryzae, kjer je 
dolžina tako imenovanih LTR-siRNA, ki izvirajo iz retrotranspozonov LTR, definirana 
med 18 in 23 nt (Nunes in sod., 2011). Prav tako je bilo razjasnjeno, da sta mobilnost in 
aktivnost retrotranspozonov v rastlinah ter živalih uravnavani s specifičnim razredom 24 
do 27 nt dolgih s ponovljivimi elementi asociiranih sRNA (rasiRNA), ki vodijo 
kompleks RISC v procesu utišanja ponovljivih elementov (Bernecke in sod., 2007; 
Ruiz-Ferrer in sod., 2018). Identifikacija retrotranspozonov LTR kot regij z največjo 
pokritostjo odčitkov sRNA podaja možnost obstoja od rasiRNA odvisne RNAi v glivi 
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V. nonalfalfae. V rastlinskem modelnem organizmu A. thaliana pa je bil identificiran 
razred 21 in 22 nt dolgih siRNA, ki so prepisane in procesirane in retrotranspozonov 
LTR. Te »endo-siRNA« v procesih uravnavanja izražanja genov z RNAi utišajo mRNA 
tarčnih kodirajočih genov, kar je bilo dokazano z negativnimi korelacijami izražanja 
endo-siRNA ter njihovih tarčnih mRNA iz tako imenovanih genskih regij (McCue in 
Slotkin, 2012). Za opredelitev vloge sRNA iz ponovljih elementov glive V. nonalfalfae, 
ali gre za regulatorje mobilnosti ponovljivih elementov ali pa za regulatorje izražanja 
genskih regij oziroma kodirajočih genov, bi bilo potrebno definirati točna zaporedja 
glivnih siRNA ter opredeliti njihove tarče ter ovrednotiti njihovo izražanje. Tovrstne 
analize nismo zajeli v cilje doktorske disertacije, vendar zbrani rezultati ter literatura 
omogočajo dober temelj za analize RNAi na ravni ponovljivih elementov v prihodnosti. 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 






V doktorski disertaciji smo želeli identificirati mehanizem interference RNA pri 
patogeni glivi Verticillium nonalfalfae, pri čemer smo zadali pet hipotez, ki smo jih 
sistematično naslovili v raziskavah, s katerimi so mogoče študije mehanizma RNAi: 
 
1. Gliva V. nonalfalfae vsebuje genske elemente, ki sodelujejo v biosintezi milRNA in 
drugih kratkih sRNA. 
 
Hipotezo v celoti potrjujemo, saj smo v prvem sklopu raziskav RNAi s pridobljenimi 
aminokislinskimi zaporedji glivnih proteinov RdRP, DCL in AGO z analizo BLAST v 
genomu glive identificirali vse tri ključne komponente mehanizma RNAi, potrebne za 
sintezo sRNA in milRNA, to so dve polimerazi RdRP ter dva encima DCL, ter proteina, 
potreba za utišanje tarčnih genov, to sta dva proteina AGO, ki sta del utiševalnega 
kompleksa RISC. Identificirane genske modele smo ročno uredili ter jim določili 
popolne odprte bralne okvirje ter proteinsko zaporedje, v katerem smo za vsako 
posamezno skupino komponent RNAi okarakterizirali ohranjene funkcionalne domene, 
tipične za proteine RNAi. Nadaljnje smo z ekspresijsko analizo določili ravni izražanja 
posameznih genskih modelov tako v glivi, kot v kultivarjih hmelja, okuženih z visoko 
virulentnim patotipom glive T2. Pokazali smo, da imajo geni RNAi glive V. nonalfalfae 
različne ravni izražanja v različnih tkivih glive ter v različnih kultuvarjih hmelja, pri 
čemer je potebno poudariti, da so geni izrazito izraženi v visoko virulentnem patotipu 
T2 ter v steblih obeh kultuvarjev hmelja. Zaradi tega menimo, da je mehanizem RNAi 
eden izmed virov patogenosti glive V. nonalfalfae, ki glivi omogoča uspešno 
okuževanje ter kolonizacijo gostiteljske rastline hmelja. 
 
2. V primeru, da gliva V. nonalfalfae vsebuje elemente RNAi, tudi sintetizira molekule 
milRNA in druge kratke sRNA. 
 
V drugem sklopu študije RNAi smo s sekvenciranjem kratkih molekul RNA ter 
bioinformacijsko analizo z orodji za napoved miRNA identificirali molekule milRNA 
tako v manj virulentnem kot visoko virulentnem patotipu glive V. nonalfalfae. Z 
analizami izražanja specifičnih zaporedij milRNA smo potrdili izražanje devetim 
milRNA glive in s tem prvič poročali o obstoju molekul milRNA pri glivi V. 
nonalfalfae. Na podlagi zbranih rezultatov bioinformacijske analize milRNA in sRNA 
ter eksperimentalne validacije milRNA hipotezo potrjujemo. Osem izmed devetih je 
glivno specifičnih milRNA, ki nimajo zadetka v podatkovni zbirki miRBase, ena 
milRNA pa je ohranjena milRNA, katere zaporedje se ujema z identificirano ter v 
miRBase zavedeno mišjo miRNA. Z analizo tkivno specifičnega izražanja milRNA smo 
ugotovili, da so milRNA glive V. nonalfalfae najbolj izražene oziroma zastopane v 
miceliju visoko virulentntnega patotipa T2, po drugi strani pa so v manj virulentnem 
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patotipu identificirane milRNA izraziteje izražene v sporah glive. Na podlagi rezultatov 
Prav tako smo opredelili sRNA glive V. nonalfalfae, ki izvirajo iz regij ponovljivih 
elementov glive, pri čemer smo identificirali različne ponovljive elemente, med njimi 
največ retrotranspozonov, kot vir malih RNA. S tem smo orisali možnost obstoja 
uravnavanja aktivnosti ponovljivih elementov z RNAi ali uravnavanja izražanja genskih 
regij z sRNA, ki izvirajo iz ponovljivih elementov, ki so teme, ki bi jih naslovili v 
nadaljnjih študijah mehanizma RNAi.  
 
3. Med visoko virulentnim in manj virulentnim izolatom glive je prisotna razlika na 
ravni izražanja sRNA oziroma milRNA, ki bi lahko imela vpliv na virulentnost 
patotipov. 
 
Z analizo izražanja identificiranih genov RNAi ter milRNA glive V. nonalfalfae v obeh 
patotipih glive smo ugotovili, da so glavne komponentne mehanizma RNAi, to so 
RdRP, DCL, AGO, ter sRNA (v našem primeru podskupina milRNA) najbolj izraženi 
oziroma zastopani v visoko virulentnem patotipu T2 glive V. nonalfalfae, natančneje v 
miceliju, gojenem v gojišču XSM, ki posnema ksilem rastlin, torej prevodni sistem, ki 
je glavno mesto razraščanja in življenja glive v gostiteljski rastlini, kjer prihaja tudi do 
številnih interakcij med glivo in gostiteljam. Še več, iz opažanj v izražanju genov RNAi 
v steblih odpornega kultivarja, kjer sta močno izraženi komponenti RdRP ter DCL, po 
drugi strani pa sta proteina AGO signifikantno manj izražena, domnevamo, da visoko 
virulentni patotip za uspešnejšo kolonizacijo tkiv odpornega kultivarja hmelja sintetizira 
sRNA ter jih verjetno kot efektorje transportira v rastlino, kjer vplivajo na obrambne 
mehanizme rastline. Ob tem smo zabeležili najvišje ravni molekul milRNA prav tako v 
miceliju, gojenem v XSM visoko virulentnega patotipa, s čimer smo še dodatno 
prispevali ki razumevanju molekularnih interakcij med glivo in gostiteljem. Pri tem bi 
lahko glivne milRNA vna-miR-2, vna-miR-3, vna-miR-7 ter vna –miR-8 igrale 
pomembno vlogo, saj so najbolj zastopane milRNA glive v visoko virulentnem patotipu 
T2. Hipotezo zato, na podlagi rezultatov ekspresijske analize komponent RNAi ter 
milRNA, v celoti potrjujemo. 
 
4. Določene milRNA glive V. nonalfalfae imajo tkivno specifično izražanje in 
delovanje. 
 
Z analizo tkivno specifičnega izražanja z absolutno kvantifikacijo števila molekul 
milRNA v miceliju, gojenem v XSM ter v sporah, ki predstavljata dve ločeni fiziološki 
stanji glive in ki sta po pregledu literature tudi najbolj raziskani fazi življenja gliv, smo 
ugotovili, da so vse identificirane in potrjene milRNA izražene v tkivih obeh patotipov 
glive V. nonalfalfae. Vendar so vse milRNA številčno najbolj zastopane v miceliju 
XSM visoko virulentnega patotipa T2, zaradi česar menimo, da so udeleže v 
uravnavanje izražanja genov, ki so pomembni za patogenost glive. Po drugi strani pa so 
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v manj virulentnem patotipu Rec vse milRNA najbolj izražane v sporah glive, zaradi 
česar menimo, da so udeležene v procesih sporulacije oziroma razvojno specifičnega 
uravnavanja izražanja genov, kar je bilo dokazano tudi za milRNA pri drugih glivnih 
vrstah. Zaradi razlik v izražanju milRNA v sporah ali miceliju, gojenem v XSM, manj 
virulentnega in visoko virulentnega izolata glive V. nonalfalfae, zastavljeno hipotezo 
potrjujemo. 
 
5. Identificirane milRNA imajo predpostavljene tarče v genomu glive in transkriptomu 
hmelja, ki so udeležene v pomembnih bioloških poteh. 
 
V zadnji fazi analize glivnega mehanizma RNAi ter milRNA smo v anotiranem genomu 
V. nonalfalfae in v transkriptomu hmelja bioinformacijsko določili tarče devetim 
identificiranim in potrjenim milRNA. Skupno smo identificirali preko 300 
predpostavljenih tarč v glivi ter preko 600 tarč v hmelju. S klastriranjem tarč glede na 
genske ontologije smo ugotovili, da večina tarč v glivi spada v osnovne biološke in 
metabolne procese, potrebne za rast in razvoj glive. Po drugi strani pa tarče, 
identificirane v hmelju, večino pripadajo biološkim procesom obrambe rastline pred 
biotskim ter abiotskim stresom. Hipotezo zato, na podlagi obsežne bioinformacijske 
analize predpostavljenih tarč, potrjujemo. Biološke poti, katerim pripadajo 
predpostavljene tarče v transkriptomu hmelja, skupaj z ravnmi izražanja komponent 
RNAi v okuženem hmelju ter zastopanostjo molekul milRNA po patotipih in tkivih, 
podpirajo dejstvo, da bi gliva V. nonalfalfae lahko sintetizirala sRNA oziroma milRNA 
ter jih transportirala v gostitelja po tako imenovanem modelu prenosa signalov RNAi 
med kraljestvi. Aktivnost mehanizma RNAi pa smo nadaljnje preverili z analizo razreza 
predpostavljenih tarč, pri čemer smo detektirali razrez znotraj dveh napovedanih tarčnih 
genskih modelov za dve identificirani milRNA. Z metodo 5' RLM-RACE sicer nismo 
detektirali predvidenih tarčnih mest znotraj mRNA, temveč dve alternativni mesti, kar 
pa je verjetno dovolj, da lahko trdimo, da v glivi V. nonalfalfae obstaja aktiven 
mehanizem RNAi, ki je udeležen v uravnavanje izražanja genov glive. 
 
Iz zbranih rezultatov lahko zaključimo, da gliva V. nonalfalfae vsebuje aktiven 
mehanizem RNAi, ki preko sinteze milRNA vodi uravnavanje izražanja endogenih 
genov glive. Še več, iz rezultatov ekspresijske analize komponent RNAi glive ter 
molekul milRNA domnevamo, da gliva kot enega izmed akterjev patogenosti visoko 
virulentnega patotipa izkorišča prav mehanizem RNAi, kar je bilo ugovotoljeno tudi pri 
drugih rastlinam patogenih glivah, ki preko posredovanja signalov RNAi med kraljestvi 
celo uravnavajo izražanje pomembnih obrambnih genov gostiteljskih rastlin. Z 
raziskavo smo bistveno doprinesli k razumevanju molekularnih mehanizmov 
patogenosti glive, saj pri glivi V. nonalfalfae mehanizem RNAi še ni bil raziskovan, 
prav tako smo prvič poročali o obstoju molekul milRNA, celo v povezavi s 
patogenostjo glive. Z razsikavami smo opredelili enega izmed pomembnejših faktorjev 
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virulence rastlinam patogenih gliv ter zastavili temelje za nadaljnje razsikave, ki so 
osredotočene predvsem na interakcije med patogenimi glivami in gostitelji na nivoju 
RNAi, saj prav te omogočajo zasnove modernih pristopov žlahtnjenja odpornih 
kultuvarjev rastlin, zasnove sodobnih fitofarmacevtskih sredstev in nenazadnje bogatijo 
naše bazično znanje o načinu življenja in bioloških procesih organizmov in njihovi 
komunikaciji z okoljem. 
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Verticillium nonalfalfae je filamentozna patogena gliva hmelja, ki je v Sloveniji ter 
drugod po Evropi in svetu iz leta v leto odgovorna za številne izgube pridelka kmetijsko 
pomembnih rastlih (Klostermann in sod., 2009). Pojav visoko virulentnega patotipa 
glive v slovenskih nasadih po letu 1997 povzroča hude simptome bolezni prevodnega 
sistema hmelja (Humulus lupulus L.) z nekrozami tkiv ter popolnim propadom rastlin 
(Radišek in sod., 2003). Dormantne strukture, ki glivi omogočajo večletno mirovanje v 
tleh do pojava ugodnih pogojev za rast in razvoj, vodijo v večletno neuporabnost 
okuženih hmeljišč. Nadzor bolezni je omejen, na voljo ni ustreznih fitofarmacevtskih 
sredstev, zaradi česar je obvladovanje bolezni zahteven in velikokrat neučinkovit proces 
(Posebni nadzor…, 2009). Razumevanje interakcij med glivo V. nonalfalfae ter njenim 
gostiteljem hmeljem je ključno za razvoj novih strategij obrambe rastline ter zatiranja 
škodljivca. V sklopu preučevanja patosistema V. nonalfalfae-hmelj smo želeli opredeliti 
mehanizem interference RNA pri glivi V. nonalfalfae ter ga okarakterizirati kot enega 
izmed mehanizmov patogenosti glive, ki je bil kot pomemben virulentni dejavnik 
definifan pri številnih drugih glivnih vrstah. Pridobljena znanja lahko v naslednjih 
stopnjah raziskav služijo kot osnova za razvoj sodobnih pristopov obvladovanja 
verticilijske uvelosti hmelja. 
 
V prvem sklopu raziskav v okviru doktorske disertacije smo z bioinformacijskimi 
pristopi v genomu glive V. nonalfalfae identificirali ključne komponente mehanizma 
RNAi, ki so nujni za sintezo malih utiševalnih molekul RNA ter za utišanje specifičnih 
tarčnih mRNA. Okarakterizirali smo dve polimerazi RdRP, VnaRdRP1 ter VnaRdRP2, 
ki v tipični poti RNAi prepišeta prekurzorje dsRNA (Agrawal in sod., 2003). Z analizo 
ohranjenih funkcionalnih domen z več prostodostopnimi orodji za napoved domen 
proteinov smo v zaporedjih obeh genskih modelov identificirali tipično ohranjeno 
domeno RdRP. Prav tako smo v anotiranem genomu glive V. nonalfalfae identificirali 
dve endoribonukleazi DCL, to sta VnaDCL1 ter VnaDCL2, katerih poglavitna vloga je 
razrez prekurzorjev dsRNA v kratke dsRNA, ki so v naslednji stopnji utišanja tarčnih 
mRNA naloženi v kompleks RISC. Oba proteina DCL sta vsebovala ohranjene domene, 
tipične za encime skupine Dicer, vključno z dvema katalitičnima domenama RIBOc. 
Utišanje tarčnih mRNA je odvisno od aktivnosti kompleksa RISC, ki v svojem jedru kot 
glavno katalitično komponento vsebuje protein Argonavt (Agrawal in sod., 2003). V 
sklopu analiz komponent RNAi smo identificirali proteina VnaAGO1 ter VnaAGO2, 
znotraj katerih smo okarakterizirali ohranjene domene ArgoN, DUF, PAZ ter PIWI. 
Nadaljnje smo z ekspresijsko analizo z RT-qPCR potrdili izražanje vseh šestih 
identificiranih genskih modelov RNAi glive V. nonalfalfae, katerih izražanje smo 
analizirali v manj virulentnem in visoko virulentnem patotipu glive V. nonalfalfae. 
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Ugotovili smo, da so vse komponentne RNAi signifikantno bolj izražene v miceliju 
visoko virulentnega izolata T2, medtem, ko so identificirani geni manj izraženi v manj 
virulentnem izolatu T2 ter v sporah obeh patotipov. Na podlagi opažanj sklepamo, da 
ima mehanizem RNAi pomembno vlogo v virulentnosti glive, kar smo nadaljnje 
preverili tudi z ekspresijsko analizo komponent RNAi v dveh kultivarjih hmelja, 
okuženega z visoko virulentnim izolatom T2. Ravni izražanja genov, kjer smo zabeležili 
povečano izražanje komponent RNAi v steblih obeh kultivarjev hmelja, ki predstavljajo 
okolje, kjer se gliva aktivno razrašča po rastlini, podpirajo domnevo, da je mahnizem 
RNAi eden izmed akterjev patogenosti visoko virulentnega patotipa glive. Še več, v 
steblih odpornega kultivarja smo zabeležili izrazito povečano izražanje genov 
VnaRdRP1 ter VnaDCL2, kar namiguje na možnost aktivne sinteze prekurzorjev 
dsRNA ter siRNA, ki bi jih gliva lahko transportirala v hmelj po tako imenovanem 
modelu posredovanja signalov RNAi med kraljestvi, saj v tem primeru nismo zabeležili 
visokega izražanja proteinov AGO glive V. nonalfalfae, ki so potrebni za uravnavanje 
izražanja endogenih genov glive. Za bolj natančno opredelitev mehanizma RNAi kot 
dejavnika patogenosti glive pa bi bilo potrebno v nadaljnjih raziskavah izdelati 
delecijske mutante glive za identificirane komponente RNAi, s čimer bi lahko definirali, 
katere izmed komponent so ključne za sintezo siRNA ter za utišanje tarč. Z umetnimi 
okužbami hmelja z dizajniranimi mutanti ter s testi patogenosti pa bi lahko nadaljnje 
ovrednotili pomen RNAi za virulenco glive V. nonalfalfae.   
 
V drugem sklopu raziskav pa smo želeli identificirati sRNA, natančneje molekule 
milRNA, ki so predmet raziskav pri številnih glivnih vrstah zaradi pomembne vloge v 
post-transkripcijskem uravnavanju izražanja genov, ki so udeleženi v rast in razvoj 
organizmov ter v specifične biološke procese, kot so sporulacija pri glivah (Bartel, 
2004). Zaradi edinstvene strukture prekurzorjev dsRNA, ki tvorijo obliko lasnice z 
določenimi termodinamskimi značilnostmi, je bilo za napoved miRNA v genomih na 
podlagi mapiranja sekvenčnih odčitkov sRNA razvitih več bioinformacijskih orodij. V 
sklopu identifikacije milRNA smo uporabili štiri bioinformacijska orodja: miR-
PREFeR, s katerim nismo identificirali milRNA; ShortStack, s katerimi smo 
identificirali manjše število prekurzorjev milRNA, ki pa niso prestali vseh ravni 
algoritma; miRDeep2, s katerim smo identificirali 63 prekurzorjev milRNA v obeh 
patotipih glive; MIReNA, s katerim smo identificirali 156 prekurzorjev milRNA. Za 
nadaljnjo analizo smo uporabili rezultate slednjega. Z bioinformacijskimi napovedmi je 
mogoče identificirati tudi določeno število lažno pozitivnih prekurzorjev oziroma zrelih 
milRNA, zato smo napovedanim prekurzorjem MIReNA ponovno določili sekundarno 
strukturo ter jih ročno pregledali ter kategorizirali glede na kriterije za izbor rastlinskih 
miRNA (Mishra in sod., 2015), s čimer smo pridobili 27 kandidatnih prekurzorjev 
milRNA, ki ustrezajo vsem zastavljenim termodinamskim ter strukturnim kriterijem. Z 
ekspresijsko analizo, pri čemer smo uporabili prilagojeno metodo »stem-loop« RT-
qPCR, smo potrdili specifično izražanje devetih kandidatnih milRNA, od katerih je 
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osem novih in glivno specifičnih milRNA, identificirana in potrjena milRNA pa je 
homologna mišji miRNA, ki je zavedena v podatkovni zbirki miRBase.  
 
Z ekspresijsko analizo smo v naslednjem koraku preverili potencialno tkivno specifično 
izražanje potrjenih milRNA z metodo absolutne kvantifikacije števila molekul milRNA. 
Ugotovili smo, da se vse milRNA izražajo v miceliju in sporah obeh patotipov glive, pri 
čemer pa smo zabeležili najvišje ravni izražanja za štiri identificirane milRNA (vna-
miR-2, vna-miR-3, vna-miR-7, vna-miR-8). Skupno vsem milRNA je, da se najbolj 
izražajo v miceliju XSM visoko virulentnega patotipa T2, medtem ko je v sporah število 
kopij milRNA bistveno nižje. Po drugi strani se v manj virulentnem izolatu Rec 
milRNA bolj izražajo v sporah. Zaradi tega sklepamo, da imajo tudi molekule milRNA 
pomembno vlogo v patogenosti visoko virulentnega izolata glive, najverjetneje 
povezano z uravnavanjem izražanja genov, ki so nujni za parazitski način življenja glive 
ob okuževanju gostitelja. Po drugi strani smo identificirali številne tarče potrjenih 
milRNA v transkriptomu hmelja, kar podpira možnost prenosa signalov RNAi med 
glivo in hmeljem. V manj virulentnem izolatu Rec pa sklepamo na pomemben doprinos 
mehanizma RNAi v procesih sporulacije glive, kar nakazujejo tako ravni izražanja 
komponent RNAi, kot tudi molekul milRNA.  
 
Za eksperimentalo potrditev mehanizma RNAi smo izbrali metodo 5' RLM-RACE, s 
katero je mogoča detekcija mesta razreza tarč molekul milRNA. Za analizmo smo 
izbrali osem po zastavljenih kriterijih najboljših predvidenih tarč, ki smo jih v 
anotiranem genomu glive V. nonalfalfae napovedali z orodjem psRNATarget. Po analizi 
izržanja tarč smo v protokolu 5' RLM-RACE uporabili štiri napovedane tarče. Po 
izvedbi analize smo potrdili zazrez dveh napovedanih tarčnih genskih modelov, to sta  
chr5_847 ter chr2_495. Vendar, v nobenem izmed primerov nismo potrdili razreza na 
specifičnem napovedanem mestu, temveč na alternativnih mestih, ki se nahajajo nekaj 
nukleotidov naprej od predvidenega mesta razreza in ki smo jih identificirali po 
naknadni napovedi tarčnih mest z ohlapnejšimi parametri v orodju psRNATarget. 
Razreza obeh tarč sta bila potrjena z zaporedji številnih bakterijskih kolonij in ker sta 
bila oba tarčna mesta naknadno najdena z orodjem psRNATarget, smo prepričani, da 
gre za produkta utišanja z mehanizmom RNAi. S tem lahko zaključimo, da gliva V. 
nonalfalfae poseduje aktiven mehanizem RNAi, ki je odvisen od delovanja šestih 
identificiranih komponent RNAi, pri čemer imajo pomembno vlogo v uravnavanju 
izražanja genov molekule milRNA, ki utišajo endogene tarče v genomu glive. 
Raziskave v sklopu doktorske disertacije predstavljajo osnovo za nadaljnje študije 
doprinosa mehanizma RNAi k patogenosti glive, v sklopu katerih želimo 
okarakterizirati in potrditi večje število milRNA in drugih siRNA ter opredeliti 
posredovanje signalov RNAi med kraljestvi, ki je pomembna raven komunikacije med 
patogeni in njihovimi gostitelji, ki omogoča zasnove sodobnih pristopov zatiranja 
škodljivcev in obrambe rastlin. 
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Verticillium nonalfalfae is a filamentous pathogenic fungus of hops responsible for 
annual significant yield losses of several important crops in Slovenia, Europe and 
worldwide (Klosterman et al., 2009). Outbreaks of a highly virulent fungal pathotype in 
Slovenian hop fields after 1997 caused a severe disease of the plant vasculature of hops 
(Humulus lupulus L.) with necrosis and complete dieback of the plants (Radišek et al., 
2003). The dormant structures that enable fungi to persist in the soil for many years 
affect the use of infected hop fields for several years. The control of the disease is 
limited, as there are no suitable phytopharmaceuticals available, making the 
management of the disease very challenging and often inefficient (Posebni nadzor…, 
2009). The understanding of the interactions between the fungus V. nonalfalfae and its 
hop host is the key to developing new strategies of plant defence and pest management. 
In the scope of studying the V. nonalfalfae–hop pathogen system, our goal was to define 
the RNA interference mechanism in the V. nonalfalfae fungus and characterize it as one 
of the pathogenic mechanisms of fungi, as the RNAi system was determined as one of 
the virulence factors in many other fungal species. The obtained knowledge can 
contribute significantly to upcoming studies devoted to the development of modern 
tools for the management of Verticillium wilt in hops.  
 
In the first part of the research in the scope of this doctoral dissertation, using several 
bioinformatics approaches, we identified the RNAi core components in the genome of 
V. nonalfalfae needed for the synthesis of small interfering RNA molecules and for the 
silencing of specific mRNA targets. We characterized two RdRP polymerases, 
VnaRdRP1 and VnaRdRP2, which transcribe the dsRNA precursors in the typical 
RNAi pathway (Agrawal et al., 2003). With the analysis of the conserved functional 
domains with a few freely available tools for domain characterization, we were able to 
identify the conserved RdRP domain in the sequences of both fungal RdRP gene 
models. In the annotated V. nonalfalfae genome, we also identified two DCL 
endoribonucleases, VnaDCL1 and VnaDCL2, whose primary function is cleavage of 
the dsRNA precursors into short dsRNAs, which are loaded into the RISC complex in 
the next phase of RNAi silencing. Both DCL proteins contained the functionally 
conserved domains characteristic of Dicer enzymes, including two catalytic RIBOc 
domains. The silencing of the target mRNAs is subjected to the activities of the RISC 
complex, which has an Argonaut protein in the core of the complex as the main catalytic 
component (Agrawal et al., 2003). We identified VnaAGO1 and VnaAGO2 proteins, 
whose sequences contained the characteristic ArgoN, DUF, PAZ and PIWI domains. 
With expression analysis, we were able to confirm the expression of all six identified 
RNAi gene models of V. nonalfalfae, whose expression was analysed in less virulent 
and highly virulent pathotypes of the fungi. We concluded that all the RNAi 
components are significantly upregulated in mycelia of the highly virulent isolate T2. In 
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contrast, in the less virulent isolate Rec and in the conidia of both pathotypes, the genes 
are less expressed or RNAi gene expression was downregulated. Given these 
observations, we suspect that the RNAi mechanism plays an important role in fungal 
virulence. This was further assessed with expression analysis of fungal RNAi genes in 
two hop cultivars infected with the highly virulent isolate T2. The upregulated 
expression of RNAi components in the stems of both cultivars, which represent the 
environment in which the fungus actively spreads in the hop, supports the idea that 
RNAi is one of the pathogenicity players in the highly virulent fungal pathotype. 
Moreover, in the stems of resistant hop cultivar, significantly high levels of VnaRdRP1 
and VnaDCL2 were detected, implicating active synthesis of dsRNAs and siRNAs, 
which the fungi could export into hops in the so called model of trans-kingdom RNAi, 
as in the latter case of expression, the AGO proteins of V. nonalfalfae needed for gene 
regulation were expressed at very low levels. However, for accurate determination of 
the RNAi as one of the mechanisms of pathogenicity in V. nonalfalfae, the construction 
of RNAi deletion mutants would be necessary in the future. The use of mutants would 
enable us to define which of the RNAi components are the most important for siRNA 
synthesis and target silencing. By performing artificial hop inoculations with the 
designed fungal deletion mutants and pathogenicity assays, the impact of RNAi on 
fungal virulence could be determined. 
 
In the second part of the research, we wanted to identify the small RNA molecules, 
specifically milRNA molecules, which are the subjects of research in many fungal 
species due to their role in the post-transcriptional regulation of genes involved in the 
growth and development of organisms and in specific biological processes, such as 
sporulation in fungi (Bartel, 2004). Because of the unique dsRNA precursor structure, 
forming a hairpin shape with specific thermodynamic features, several tools for miRNA 
prediction based on mapping sRNA sequencing reads onto genomes were developed. 
We used four different software tools for fungal milRNA prediction: miR-PREFeR, 
which did not identify any potential milRNAs; ShortStack, which identified a few 
milRNA precursors, although they did not pass all the steps of the algorithm; 
miRDeep2, which identified 63 precursors in both fungal pathotypes and MIReNA, 
which identified 156 milRNA precursors. The results of the latter were used in the 
downstream analysis. Using bioinformatics tools, a limited number of false-positive 
precursors can be predicted. Therefore, we manually predicted the secondary structure 
again for each predicted precursor and categorised the precursors based on the criteria 
for plant miRNAs (Mishra et al., 2015). Thus, we obtained 27 candidate milRNA 
precursors, which fitted all the thermodynamic and structural criteria. With the 
expression analysis, using a modified stem-loop RT-qPCR approach, we validated the 
expression of nine candidate milRNAs. Of them eight were new and fungi specific, 
having no hits in the miRBase database, whereas one milRNA proved to be conserved, 
as it has a mouse homologue in the miRBase. Also with the expression analysis, the 
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tissue-specific expression of the milRNAs was investigated using the absolute 
quantification of the number of milRNAs. We determined that all the milRNAs are 
expressed in the mycelia and conidia of both fungal pathotypes; however, higher levels 
of four milRNAs were encountered. A common feature of all milRNAs is that they are 
abundantly expressed to the highest levels in the XSM mycelia of the highly virulent 
pathotype T2. On the other hand, in T2 conidia, the number of milRNA copies is 
significantly lover. In the less virulent isolate Rec, milRNAs are more expressed in the 
conidia than in the mycelia. Given all of the above, we assume that milRNAs also play 
a role in the pathogenicity of the highly virulent fungal pathotype, probably through 
regulation of genes needed for the parasitic lifestyle of the fungus while it infects the 
host. On the other hand, we identified several targets of the validated milRNAs in the 
hop transcriptome, supporting the idea of RNAi signal translocation, including 
milRNAs, between fungi and hops. In the less virulent isolate Rec, we predict a 
significant contribution of the RNAi mechanism in the sporulation processes, supported 
by the expression levels of the RNAi core components and milRNAs. 
 
For experimental confirmation of the activity of RNAi in V. nonalfalfae fungi, we 
decided to use the 5' RLM-RACE method, which enables the detection of predicted 
specific mRNA cleavage sites. For the analysis, we selected the eight best targets, based 
on the used criteria, which were predicted in the annotated fungal genome using the 
psRNATarget prediction tool. After the analysis of target expression, we used four 
predicted targets in the 5' RLM-RACE protocol. We were able to confirm the cleavage 
of two target gene models, chr5_847 and chr2_495. However, the predicted cleavage 
sites were not detected in either of the targets, but alternative cleavage site were 
validated, located downstream of the predicted target site. Nevertheless, using less 
stringent psRNATarget parameters, we were able to find the experimentally validated 
cleavage sites. The cleavage sites of both targets were confirmed with isolated 
sequences of many bacterial colonies, and since both cleavage sites were found in an 
additional psRNATarget search, we firmly believe that the two observations are the 
products of RNAi silencing. With this in mind, we can conclude that the V. nonalfalfae 
fungi possesses an active RNAi mechanism that depends on the activities of six 
identified RNAi core components and in which the milRNAs play an important role in 
regulating the expression of endogenous targets in the fungal genome. All the research 
conducted in the scope of this doctoral dissertation represents a foundation for 
upcoming studies uncovering the contribution of the RNAi to the pathogenicity of the 
fungi. To this end, we wish to characterize other milRNAs and siRNAs and determine 
the existence of trans-kingdom RNAi, which is an important level of communication 
between pathogens and their hosts and also enables the design of modern strategies for 
pest management, such as HIGS with the design of transgenic plants or the modified 
version SIGS, controlling pests with RNAi agents. 
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PRILOGA A                                                                                                             




Natrijev poligalakturonat  2 g/L 
Brezvitaminski hidrolizat kazeina 4 g/L 
Biotin 1 µM 
KCl 0,52 g/L 
KH2PO4 1,52 g/L 
MgSO4×7H2O 0,52 g/L 
ZnSO4×7H2O 22 mg/L 
H3BO3 11 mg/L 
MnCl2×4H2O 5 mg/L 
FeSO4×7H2O 5 mg /L 
CoCl2×5H2O 1,6 mg/L 
CuSO4×5H2O 1,6 mg/L 
(NH4)Mo7O24×4H2O 1,1 mg/L 
Na4EDTA 50 mg/L 
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PRILOGA B                                                                                                                           
Receptura trdnega gojišča s češpljevim ekstraktom PLYA, za gojenje trajnega micelija 
glive Verticillium nonalfalfae 
 
Komponente: 100 mL koncentriranega češpljevega ekstrakta 
  5 g laktoze 
  1 g kvasnega ekstrakta 
  1 g agarja 
  destilirana voda 
 
Za pripravo gojišča smo potrebovali koncentriran ekstrakt češplje, ki smo ga dodali v 
dvakrat destilirano miliQ vodo, kamor smo med mešanjem dodali laktozo 
(SigmaAldrich), kvasni ekstrakt (Duchefa), agar (Duchefa) ter umerili volumen do 1 L. 
Gojišče smo sterilizirali z avtoklaviranjem ter ga v sterilnem okolju razlili na petrijeve 
plošče premera 10 cm. 
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PRILOGA C                                                                                                                                                                                                      
Seznam rastlinam patogenih askomicetnih filamentoznih gliv in dveh predstavnic bazidiomicet ter njihovo pripadajoče število proteinov 
DCL, AGO in RdRP, uporabljenih v procesu identifikacije komponent RNAi ter v filogenetski analizi (brez glive V. nonalfalfae) 
 







Puccinia graminis Basidiomycota Pucciniomycetes Pucciniales Pucciniaceae 2 3 4 
Ustilago hordei Basidiomycota Ustilaginomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae 1 1 2 
Schizosaccharomyces 
pombe 
Ascomycota Schizosaccharomycetes Schizosaccharomycetales Schizosaccharomycetaceae 1 1 1 
Aspergillus niger Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae 3 2 2 
Zymoseptoria tritici Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Mycosphaerellaceae 3 1 3 
Blumeria graminis Ascomycota Leotiomycetes Erysiphales Erysiphaceae 3 2 1 
Sclerotinia borealis Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Sclerotiniaceae 4 2 3 
Sclerotinia sclerotiorum Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Sclerotiniaceae 2 2 3 
Botrytis cinerea Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Sclerotiniaceae 2 2 3 
Colletotrichum 
graminicola 
Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae 2 2 3 
Magnaporthe oryzae Ascomycota Sordariomycetes Magnaporthales Magnaporthaceae 3 2 3 
Podospora anserina Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Lasiosphaeriaceae 2 2 4 
Neurospora crassa Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Sordariaceae 2 2 3 
Fusarium graminearum Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae 2 2 5 
Fusarium oxysporum Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae 3 2 4 
Nectria haematococca Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae 2 2 4 
Acremonium 
chrysogenum 
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Acremonium 3 2 3 
Verticillium dahliae Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Plectosphaerellaceae 2 2 3 
Verticillium alfalfae Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Plectosphaerellaceae 1 2 2 
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PRILOGA D                                                                                                                   
Skripta z ukazi za primerjavo podatkov s podatkovno zbirko Rfam 
 
cmsearch -o Rec_1_KS.fasta.out --tblout Rec_1_KS.fasta.tbl 
--noali --cpu 8 /home/vert/software/RFAM12/Rfam.cm 
/home/vert/TAJA/raw_data/REC_1_KS.fasta 
cmsearch -o Rec _3_CD.fasta.out --tblout Rec 
_3_CD.fasta.tbl --noali --cpu 8 
/home/vert/software/RFAM12/Rfam.cm 
/home/vert/TAJA/raw_data/REC_3_CD.fasta 
cmsearch -o Rec _5_spore.fasta.out --tblout Rec 
_5_spore.fasta.tbl --noali --cpu 8 
/home/vert/software/RFAM12/Rfam.cm 
/home/vert/TAJA/raw_data/REC_5_spore.fasta 
cmsearch -o Rec _7_trajni.fasta.out --tblout Rec 
_7_trajni.fasta.tbl --noali --cpu 8 
/home/vert/software/RFAM12/Rfam.cm 
/home/vert/TAJA/raw_data/REC_7_trajni.fasta 
-o T2_2_KS.fasta.out --tblout T2_2_KS.fasta.tbl --noali --
cpu 8 /home/vert/software/RFAM12/Rfam.cm 
/home/vert/TAJA/raw_data/T2_2_KS.fasta 
cmsearch -o T2_4_CD.fasta.out --tblout T2_4_CD.fasta.tbl --
noali --cpu 8 /home/vert/software/RFAM12/Rfam.cm 
/home/vert/TAJA/raw_data/T2_4_CD.fasta 
cmsearch -o T2_6_spore.fasta.out --tblout 
T2_6_spore.fasta.tbl --noali --cpu 8 
/home/vert/software/RFAM12/Rfam.cm 
/home/vert/TAJA/raw_data/T2_6_spore.fasta 
cmsearch -o T2_8_trajni.fasta.out --tblout 
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PRILOGA E                                                                                                                           
Skripta za štetje zaporedij rRNA, tRNA sn-snoRNA v podatkovnih setih 
./skripta2.bash rRNA_seznam.txt Rec_1_KS.fasta.tbl > 
Rec_1_KS.fasta.tbl.rRNA 
./skripta2.bash rRNA_seznam.txt Rec_3_CD.fasta.tbl > 
Rec_3_CD.fasta.tbl.rRNA 
./skripta2.bash rRNA_seznam.txt Rec_5_spore.fasta.tbl > 
Rec_5_spore.fasta.tbl.rRNA 
./skripta2.bash rRNA_seznam.txt Rec_7_trajni.fasta.tbl > 
Rec_7_CD.fasta.tbl.rRNA 
./skripta2.bash rRNA_seznam.txt T2_2_KS.fasta.tbl >  
T2_2_KS.fasta.tbl.rRNA 
./skripta2.bash rRNA_seznam.txt T2_4_CD.fasta.tbl >  
T2_4_CD.fasta.tbl.rRNA 
./skripta2.bash rRNA_seznam.txt T2_6_spore.fasta.tbl > 
T2_4_spore.fasta.tbl.rRNA 
./skripta2.bash rRNA_seznam.txt T2_8_trajni.fasta.tbl > 
T2_8_trajni.fasta.tbl.rRNA 
./skripta2.bash tRNA_seznam.txt Rec_1_KS.fasta.tbl > 
Rec_1_KS.fasta.tbl.tRNA 
./skripta2.bash tRNA_seznam.txt Rec_3_CD.fasta.tbl > 
Rec_3_CD.fasta.tbl.tRNA 
./skripta2.bash tRNA_seznam.txt Rec_5_spore.fasta.tbl > 
Rec_5_spore.fasta.tbl.tRNA 
./skripta2.bash tRNA_seznam.txt Rec_7_trajni.fasta.tbl > 
Rec_7_CD.fasta.tbl.tRNA 
./skripta2.bash tRNA_seznam.txt T2_2_KS.fasta.tbl >  
T2_2_KS.fasta.tbl.tRNA 
./skripta2.bash tRNA_seznam.txt T2_4_CD.fasta.tbl >  
T2_4_CD.fasta.tbl.tRNA 
./skripta2.bash tRNA_seznam.txt T2_6_spore.fasta.tbl > 
T2_6_spore.fasta.tbl.tRNA 
./skripta2.bash tRNA_seznam.txt T2_8_trajni.fasta.tbl > 
T2_8_trajni.fasta.tbl.tRNA 
./skripta2.bash sn_snoRNA_seznam.txt Rec_1_KS.fasta.tbl > 
Rec_1_KS.fasta.tbl.sn_snoRNA 
./skripta2.bash sn_snoRNA_seznam.txt Rec_3_CD.fasta.tbl > 
Rec_3_CD.fasta.tbl.sn_snoRNA 
./skripta2.bash sn_snoRNA_seznam.txt Rec_5_spore.fasta.tbl > 
Rec_5_spore.fasta.tbl.sn_snoRNA 
./skripta2.bash sn_snoRNA_seznam.txt Rec_7_trajni.fasta.tbl > 
Rec_7_CD.fasta.tbl.sn_snoRNA 
./skripta2.bash sn_snoRNA_seznam.txt T2_2_KS.fasta.tbl > 
T2_2_KS.fasta.tbl.sn_snoRNA 
./skripta2.bash sn_snoRNA_seznam.txt T2_4_CD.fasta.tbl > 
T2_4_CD.fasta.tbl.sn_snoRNA 
./skripta2.bash sn_snoRNA_seznam.txt T2_6_spore.fasta.tbl > 
T2_4_spore.fasta.tbl.sn_snoRNA 
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PRILOGA F                                                                                                                        
Recepture gojišč, uporabljenih za gojenje in namnoževanje transformiranih 
kompetentnih bakterijskih celic E. coli, sev DH5α 
 
1. Tekoče gojišče SOC (1 l) 
Gojišče smo pripravili tako, da smo v 1 l dvakrat destilirane MiliQ vode dodali 8 g 
triptona, 2 g kvasnega ekstrakta, 200 mg NaCl, 72 mg KCl ter 20 mg MgCl2, ki smo jih 
z mešanjem na magnetnem mešalu popolnoma raztopili. Nato smo s pH-metrom gojišče 
umerili na pH 7,0. Gojišče smo sterilizirali s parnim sterilizatorjem na 121 °C 20 minut.  
Po sterilizaciji smo dodali 8 ml 1 M glukoze v aseptičnih pogojih. 
2. Trdo gojišče LB (1 l) 
Gojišče smo pripravili tako, da smo v 1 l dvakrat destilirane MiliQ vode dodali 35 g LB 
agar high salt (Duchefa), kamor smo dodali 5 g strjevalca Diashin agar (Duchefa), ki smo ju 
popolnoma raztopili. Nato smo gojišče sterilizirali s parnim sterilizatorjem in po sterilizaciji 
in ohlajanju dodali antibiotik karbenicilin do končne koncentracije 100 mg/l, substrat X-gal 
do končne koncentracije 40 µg/mL ter induktor IPTG do končne koncentracije 0,2 mM. 
Pripravljeno gojišče smo razlili v petrijeve plošče. 
3. Tekoče gojišče LB (1 l) 
Gojišče smo pripravili z raztapljanjem 25 g LB broth high salt (Duchefa) v 1 l dvakrat 
destilirane MiliQ vode. Gojišču smo umerili pH na 7,0. Nato smo gojišče sterilizirali ter 
v ohlajeno gojišče dodali antibiotik karbenicilin do končne koncentracije 100 mg/l. 
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PRILOGA G                                                                                                                                
Seznam levih in desnih začetnih oligonukleotidov, uporabljenih za potrjevanje izražanja 
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PRILOGA H                                                                                                                          
Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov, uporabljenih v reakcijah vgnezdenega 
PCR po metodi 5´RLM-RACE 
 
Ime tarče Ime primerja Zaporedje začetnega oligonukleotida Dolžina amplikona PCR [bp] 
chr7_16 
16_OUTER1 TCCGAGTGCAAAGACGTACA 329 
16_OUTER2 TGGTACTGGAAAGTGGCTGA 262 
16_INNER1 GACGTACCAATGGAGGCTGT 216 
16_INNER2 CTGTGAAAGCCGCTATTGAG 200 
chr6_303 
303_OUTER1 GCGGAACAAATACGTCTCGT 467 
303_OUTER2 CACGAGCGAGTAGCTGTCAA 320 
303_INNER1 GGTGCTCTTCTTCGCATCCT 189 
303_INNER2 CTCCAGCGGTGCTCTTCTTC 196 
chr2_495 
495_OUTER1 GATCTGAGGGCTGTTGTGGT 448 
495_OUTER2 ATCCAGGAGCACTGAACGAT 465 
495_INNER1 TTGGTGAGTAAGACGCAGGA 248 
495_INNER2 GTTGAACCCTTGCTGCCAAC 163 
chr6_243 
243_OUTER1 TTCATGGTTGCGTGGTAGAG 566 
243_OUTER2 GCTGCTCCAGAACATGAAGA 375 
243_INNER1 ATGCCGAGGTTGGAGAAGAG 127 
243_INNER2 TCGTTCTTGTTGGAGGAGGT 76 
chr10_161 
161_OUTER1 TGTCCTCGGACACGTACACC 762 
161_INNER1 CAGCTGTCATCTTCGTCGTC 621 
chr10_305 
305_OUTER1 GACACGTAGGTTGCCTGAGA 493 
305_OUTER2 GGGAGTGTCGGATGTCAGTA 386 
305_INNER1 ACCGTTGCTGTTTTCAGACC 231 
305_INNER2 CCACCACCATATGATGATTCC 161 
chr3_76 
76_OUTER1 AGCGGGTAGTGAAAGGTGAA 442 
76_OUTER2 AGGTTGGCCTTTTGCGTGT 328 
76_INNER1 CCACCTGCTCCTTGTTGAG 212 
76_INNER2 GACGAAGGACGTGTCGAG 187 
chr5_847 
847_OUTER1 ACGCACTCGTACCAGACCTC 418 
847_OUTER2 GCAGCCTTATCATCTTGTCG 354 
847_INNER1 AATGTCGTCGAGGAGATCCA 160 
847_INNER2 GGCAAACTTCCACAGGTACG 124 
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PRILOGA I                                                                                                                                
Izražanje genov RNAi glive Verticillium nonalfalfae v sporah in miceliju gojenem v 
XSM izolatov Rec in T2 
 
Rezultati so prikazani kot razlike kratnika spremembe (ang. fold change), z dodanim 
standardnim odklonom ter statistično značilnostjo izražanja posameznega gena v štirih 
pogojih: micelij XSM T2, spore T2, micelij XSM Rec in spore Rec. Enake črke 




Vzorec glive V. nonalfalfae  
Micelij XSM T2 Spore T2 Micelij XSM Rec Spore Rec 
VnaAGO1 8.4 ± 1.1 c -2.2 ± 0.1 a -1.1 ± 0.4 b -1.5 ± 0.02 b 
VnaAGO2 5.4 ± 0.9 f -1.5 ± 0.01 d -2.2 ± 0.1 e -1.4 ± 0.1 e 
VnaDCL1 2.2 ± 0.6 i -2.3 ± 0.1 g -3.0 ± 1.1 h -8.4 ± 1.1 g 
VnaDCL2 2.1 ± 0.4 l -1.1 ± 0.1 k -1.1 ± 0.1 l -3.4 ± 0.2 j 
VnaRdRP1 17.2 ± 0.9 o -2.2 ± 0.04 m 1.2 ± 1.1 n -1.7 ± 0.02 n 
VnaRdRP2 3.4 ± 0.6 s -2.5 ± 0.02 p 1.0 ± 0.4 r -6.1 ± 0.02 p 
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PRILOGA J                                                                                                                          
Izražanje genov RNAi glive Verticillium nonalfalfae v koreninah in steblih občutljivega 
kultivarja Celeia in odpornega kultivarja Wye Target hmelja, okuženih z visoko 
virulentnim patotipom T2 glive V. nonalfalfae 
 
Rezultati so prikazani kot kot razlike »fold change«, z dodanim standardnim odklonom 
ter statistično značilnostjo izražanja posameznega gena v štirih pogojih: korenine 
Celeia, stebla Celeia, korenine Wye Target in stebla Wye target. Enake črke 
zaznamujejo vzorce, ki niso statistično različni. 
 
Gen 
Material hmelja, okužen z glivo V. nonalfalfae 
Korenine Celeia  Stebla Celeia  Korenine Wye Target  Stebla Wye Target  
VnaAGO1 0 30.1 ± 1.2 b 9.6 ± 0.4 a 0 
VnaAGO2 -1.0 ± 0.2 c 3.4 ± 0.7 d 1.1 ± 0.1 c 2.5 ± 0.3 d 
VnaDCL1 2.1 ± 0.3 e 7.3 ± 0.5 f 2.6 ± 0.1 e 0 
VnaDCL2 1.2 ± 0.1 g 4.4 ± 1.0 h 1.3 ± 0.3 e 10.3 ± 0.1 i 
VnaRdRP1 3.1 ± 0.2 j 6.3 ± 1.1 j 2.8 ± 0.2 j 34.0 ± 0.6 k 
VnaRdRP2 5.1 ± 0.5 l 14.3 ± 0.5 m 6.7 ± 0.2 l 0 
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PRILOGA K                                                                                                                                                                                                    
Rezultati medsebojne primerjave proteinov AGO, DCL in RdRP v filogenetski analizi rastlinam patogenih gliv 
 
Podobnost med pari proteinov je prikaza kot odstotek identičnih aminokislin v proteinskem zaporedju, kjer so s svetlo modro in rdečo 
barvo označeni pari proteinov z visoko podobnostjo. 




Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 
















Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 




3. Medsebojna primerjava proteinov RdRP 
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PRILOGA L                                                                                                                                     
S programskim paketom ShortStack identificirane potencialne milRNA glive 
Verticillium nonalfalfae, označene z identifikatorjem N15 
 
Vzorec Ime lokusa 








Cluster_466 chr-unplaced:418732-418749 18 5 
Cluster_950 chr-unplaced:926604-926634 31 5 
Cluster_22087 chr4_116292YY:2872963-2872980 18 5 
Rec_CD 
Cluster_1480 chr-unplaced:1775548-1775565 18 6 
Cluster_11614 chr2_1770NN:3136328-3136344 17 6 
Cluster_16969 chr3_121598YY:3119549-3119569 21 12 
Cluster_28935 chr7_742YN:944950-944966 17 5 
Cluster_32140 chr8_117813YY:967798-967827 30 8 
Cluster_32235 chr8_117813YY:1032554-1032576 23 5 
Cluster_32573 chr8_117813YY:1417467-1417484 18 5 
Rec_spore 
Cluster_18543 chr2_1770NN:4289548-4289567 20 5 
Cluster_45898 chr8_117813YY:704172-704196 25 26 
Rec_trajni 
Cluster_1882 chr-unplaced:2340215-2340233 19 9 
Cluster_3894 chr1_1435YY:260815-260838 24 6 
Cluster_8081 chr1_1435YY:4465351-4465377 27 5 
Cluster_11644 chr2_1770NN:2550892-2550909 18 5 
Cluster_14679 chr3_121598YY:522863-522881 19 30 
Cluster_28141 chr6_1624YN:1979488-1979506 19 16 
Rec_all 
Cluster_579 chr-unplaced:418732-418749 18 6 
Cluster_10683 chr1_1435YY:4473214-4473235 22 5 
Cluster_18550 chr3_121598YY:690338-690357 20 5 
Cluster_21385 chr3_121598YY:2978296-2978317 22 5 
Cluster_24570 chr4_116292YY:1435747-1435769 23 5 
T2_XSM 
Cluster_2755 chr1_1435YY:603257-603274 18 6 
Cluster_4579 chr1_1435YY:3843989-3844012 24 5 
Cluster_7502 chr2_1770NN:2830489-2830511 23 7 
Cluster_10746 chr3_121598YY:2253174-2253198 25 7 
Cluster_11004 chr3_121598YY:2594464-2594489 26 5 
Cluster_11407 chr3_121598YY:3136375-3136399 25 6 
Cluster_11828 chr3_121598YY:3884199-3884216 18 29 
Cluster_14356 chr5_1271NY:294697-294717 21 6 
Cluster_14622 chr5_1271NY:618477-618506 30 5 
Cluster_16976 chr6_1624YN:299208-299230 23 5 
Cluster_18798 chr7_742YN:54552-54575 24 7 
Cluster_19971 chr7_742YN:1713786-1713804 19 11 
»se nadaljuje« 
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»nadaljevanje Priloge L« 
Vzorec Ime lokusa 








Cluster_2458 chr1_1435YY:1810168-1810192 25 6 
Cluster_3585 chr1_1435YY:4205496-4205513 18 11 
Cluster_4556 chr2_1770NN:905871-905900 30 5 
Cluster_6627 chr3_121598YY:28732-28755 24 5 
Cluster_7101 chr3_121598YY:1016338-1016355 18 5 
Cluster_7583 chr3_121598YY:1951087-1951113 27 5 
Cluster_8463 chr3_121598YY:3734519-3734542 24 17 
Cluster_12158 chr5_1271NY:3499751-3499768 18 6 
Cluster_13016 chr6_1624YN:1845715-1845741 27 7 
T2_spore 
Cluster_2719 chr10_684NY:884548-884567 20 10 
Cluster_5003 chr1_1435YY:1929849-1929875 27 5 
Cluster_8475 chr2_1770NN:258420-258438 19 21 
Cluster_13515 chr3_121598YY:119393-119415 23 8 
Cluster_21878 chr5_1271NY:924549-924572 24 5 
Cluster_24484 chr5_1271NY:3247566-3247588 23 5 
Cluster_31269 chr8_117813YY:301326-301347 22 11 
Cluster_32790 chr8_117813YY:1923928-1923956 29 5 
T2_trajni 
Cluster_5081 chr1_1435YY:1731884-1731909 26 5 
Cluster_6137 chr1_1435YY:2795699-2795727 29 22 
T2_all 
Cluster_3271 chr-unplaced:2841388-2841415 28 6 
Cluster_18848 chr2_1770NN:4026861-4026886 26 7 
Cluster_24545 chr3_121598YY:2900386-2900411 26 6 
Cluster_26935 chr4_116292YY:402649-402668 20 5 
Cluster_46718 chr8_117813YY:565313-565332 20 5 
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PRILOGA M                                                                                                                                
S programskim paketom miRDeep2 identificirane potencialne milRNA glive 
Verticillium nonalfalfae 








RNA na zrelo 
milRNA 
Rec_all 
chr7_742YN_16733 chr7_742YN:312547..312618:- 19 4 
chr-unplaced_1491 chr-unplaced:1401314..1401392:- 25 5 
chr2_1770NN_6733 chr2_1770NN:1239766..1239816:- 20 7 
chr3_121598YY_7937 chr3_121598YY:902426..902486:+ 19 12 
chr8_117813YY_18986 chr8_117813YY:2311590..2311649:- 22 24 
chr8_117813YY_18633 chr8_117813YY:1421981..1422066:- 18 26 
chr3_121598YY_8759 chr3_121598YY:541853..541935:- 21 6 
chr3_121598YY_8238 chr3_121598YY:2225898..2225982:+ 19 3 
chr3_121598YY_8048 chr3_121598YY:1528973..1529056:+ 20 3 
Rec_XSM 
chr7_742YN_34472 chr7_742YN:312547..312618:- 18 3 
chr1_1435YY_8918 chr1_1435YY:3117276..3117331:- 22 7 
chr9_120842YY_41497 chr9_120842YY:2305368..2305407:- 19 7 
chr3_121598YY_20375 chr3_121598YY:3929507..3929562:- 25 11 
chr2_1770NN_12380 chr2_1770NN:3676694..3676740:+ 22 4 
chr1_1435YY_7080 chr1_1435YY:4562444..4562502:+ 24 3 
chr1_1435YY_6887 chr1_1435YY:4358947..4358990:+ 20 8 
chr-unplaced_2347 chr-unplaced:1103887..1103923:- 18 2 
chr10_684NY_3487 chr10_684NY:824114..824153:+ 18 2 
chr7_742YN_33727 chr7_742YN:2363476..2363524:+ 21 2 
chr4_116292YY_22497 chr4_116292YY:3996320..3996364:+ 21 2 
chr6_1624YN_31143 chr6_1624YN:586334..586417:- 22 14 
chr1_1435YY_6324 chr1_1435YY:3547541..3547613:+ 19 7 
chr6_1624YN_30191 chr6_1624YN:2356649..2356702:+ 23 35 
chr8_117813YY_39210 chr8_117813YY:2311590..2311649:- 22 23 
chr4_116292YY_23283 chr4_116292YY:1349802..1349858:- 25 5 
chr6_1624YN_29724 chr6_1624YN:1784395..1784443:+ 25 7 
chr1_1435YY_9607 chr1_1435YY:4316891..4316979:- 21 3 
chr6_1624YN_30333 chr6_1624YN:2502548..2502597:+ 24 4 
chr3_121598YY_19493 chr3_121598YY:2393508..2393551:- 18 4 
chr3_121598YY_16944 chr3_121598YY:2225898..2225982:+ 19 3 
chr4_116292YY_21046 chr4_116292YY:1143352..1143434:+ 22 3 
chr-unplaced_2433 chr-unplaced:1401307..1401392:- 25 5 
Rec_CD 
chr5_1271NY_19389 chr5_1271NY:572619..572692:- 24 204 
chr2_1770NN_8077 chr2_1770NN:1517844..1517909:+ 20 2 
chr3_121598YY_11567 chr3_121598YY:902426..902486:+ 19 8 
chr3_121598YY_13671 chr3_121598YY:1902445..1902512:- 22 2 
»se nadaljuje« 
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»nadaljevanje Priloge M« 








RNA na zrelo 
milRNA 
Rec_spore 
chr7_742YN_7109 chr7_742YN:971378..971422:+ 22 15 
chr8_117813YY_8156 chr8_117813YY:1732425..1732474:- 21 13 
chr8_117813YY_8129 chr8_117813YY:1506373..1506412:- 18 4 
chr2_1770NN_2840 chr2_1770NN:1783177..1783237:+ 22 2 
chr1_1435YY_2324 chr1_1435YY:2952831..2952870:- 19 2 
chr1_1435YY_2383 chr1_1435YY:3618202..3618254:- 24 3 
chr1_1435YY_1928 chr1_1435YY:3872165..3872207:+ 22 5 
chr10_684NY_1314 chr10_684NY:1481646..1481693:+ 25 4 
Rec_trajni 
chr1_1435YY_6598 chr1_1435YY:1661524..1661571:- 19 17 
chr5_1271NY_20481 chr5_1271NY:1707040..1707088:+ 23 1 
T2_all 
chr3_121598YY_8791 chr3_121598YY:3794891..3794981:+ 21 30 
chr3_121598YY_8134 chr3_121598YY:986459..986537:+ 22 10 
chr1_1435YY_5033 chr1_1435YY:3695027..3695113:- 19 3 
chr10_684NY_2376 chr10_684NY:971195..971272:+ 19 6 
chr4_116292YY_10189 chr4_116292YY:398498..398547:+ 19 29 
chr1_1435YY_4848 chr1_1435YY:2983596..2983688:- 24 64 
chr3_121598YY_8639 chr3_121598YY:3182932..3182984:+ 18 11 
chr2_1770NN_7344 chr2_1770NN:2616970..2617049:- 21 10 
chr8_117813YY_17724 chr8_117813YY:711823..711911:+ 25 6 
chr9_120842YY_19501 chr9_120842YY:2029881..2029943:+ 19 1814 
chr8_117813YY_19063 chr8_117813YY:3092424..3092466:- 18 10 
chr1_1435YY_3812 chr1_1435YY:3738249..3738313:+ 21 8 
chr8_117813YY_17710 chr8_117813YY:669511..669580:+ 25 4 
chr7_742YN_16014 chr7_742YN:1411677..1411725:+ 21 9 
T2_XSM 
chr3_121598YY_10871 chr3_121598YY:3794891..3794981:+ 21 30 
chr3_121598YY_10068 chr3_121598YY:986459..986537:+ 22 10 
chr1_1435YY_3706 chr1_1435YY:2169770..2169832:+ 22 2 
chr10_684NY_2506 chr10_684NY:971195..971272:+ 19 6 
chr3_121598YY_10677 chr3_121598YY:3182932..3182984:+ 18 11 
chr8_117813YY_22861 chr8_117813YY:1672213..1672291:+ 22 8 
chr3_121598YY_12164 chr3_121598YY:3037147..3037221:- 24 4 
chr8_117813YY_23006 chr8_117813YY:1964418..1964459:+ 18 15 
chr5_1271NY_16072 chr5_1271NY:2555822..2555873:+ 24 4 
T2_CD 
chr9_120842YY_14004 chr9_120842YY:370102..370196:+ 25 2492 
chr1_1435YY_3176 chr1_1435YY:3738249..3738313:+ 21 8 
T2_spore 
chr-unplaced_747 chr-unplaced:685652..685706:+ 23 7 
chr1_1435YY_4813 chr1_1435YY:4285543..4285606:+ 19 2 
chr4_116292YY_13608 chr4_116292YY:4066543..4066589:+ 19 9 
chr4_116292YY_12499 chr4_116292YY:398498..398547:+ 19 29 
chr1_1435YY_6014 chr1_1435YY:2983596..2983688:- 24 37 
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 »nadaljevanje priloge M« 








RNA na zrelo 
milRNA 
T2_spore 
chr7_742YN_19418 chr7_742YN:799444..799487:+ 18 11 
chr2_1770NN_9010 chr2_1770NN:2616970..2617049:- 21 10 
chr1_1435YY_6180 chr1_1435YY:3608730..3608817:- 23 6 
chr-unplaced_2684 chr-unplaced:2863097..2863154:- 20 8 
chr2_1770NN_6922 chr2_1770NN:616942..616996:+ 18 7 
T2_trajni 
chr4_116292YY_13237 chr4_116292YY:3078374..3078432:- 20 56 
chr5_1271NY_14048 chr5_1271NY:1993540..1993595:+ 19 3 
chr2_1770NN_7255 chr2_1770NN:4457010..4457072:+ 20 2 
chr8_117813YY_20969 chr8_117813YY:3092424..3092466:- 18 10 
chr2_1770NN_7629 chr2_1770NN:1011473..1011527:- 19 8 
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PRILOGA N                                                                                                                                      
S programskim paketom MIReNA identificirane potencialne milRNA glive Verticillium 
nonalfalfae 
 
1. Identificirane milRNA patotipa Rec 





chr1_1435YY_20833 begin:60 end:83 chr1_1435YY:2666509..2666618  24 
chr1_1435YY_21569 begin:68 end:86 chr1_1435YY :2345083..2345190  19 
chr10_684NY_6382 begin:23 end:50 chr10_684NY:468564..468673 28 
chr2_1770NN begin:54 end:72 chr2_1770NN:2885194..2885287 19 
chr3_121598YY_21823 begin:23 end:45 chr3_121598YY:112750..112859  23 
chr4_116292YY begin:60 end:83 chr4_116292YY:833557..833666 24 
chr4_116292YY_3933 begin:24 end:45 chr4_116292YY:1556903..1556813  22 
chr4_116292YY_8691 begin:46 end:66 chr4_116292YY:3996299..3996386 21 
chr4_116292YY_9492 begin:23 end:40 chr4_116292YY:3834130..3834239 18 
chr6_1624YN_10885 begin:60 end:88 chr6_1624YN:1872004..1872113  23 
chr6_1624YN_7930 begin:50 end:73 chr6_1624YN:3057239..3057334  24 
chr6_1624YN_9943 begin:66 end:88 chr6_1624YN:2123804..2123913 23 
chr7_742YN begin:64 end:87 chr7_742YN :116144..116252  24 
chr7_742YN_2548 begin:11 end:30 chr7_742YN:882344..882453 20 
chr7_742YN_7370 begin:63 end:86 chr7_742YN: 2484502..2484611 24 
chr8_117813YY_1068 begin:61 end:86 chr8_117813YY:440197..440306   26 
chr8_117813YY_2268 begin:23 end:42 chr8_117813YY:965596..965682 20 
chr-unplaced_8485 begin:23 end:40 chr-unplaced:828695..828788   18 
chr-unplaced_9168 begin:56 end:73 chr-unplaced:573269..573366   18 
Rec_XSM 
chr1_1435YY_15774 begin:23 end:40 chr1_1435YY:2345083..2345190 18 
chr2_1770NN begin:54 end:72 chr2_1770NN:2885194..2885287 19 
chr2_1770NN_17589 begin:23 end:45 chr2_1770NN:1638571..1638680 23 
chr3_121598YY begin:24 end:47 chr3_121598YY:1937064..1937173 24 
chr3_121598YY_1227 begin:23 end:40 chr3_121598YY:662853..662940 18 
chr3_121598YY_3132 begin:23 end:48 chr3_121598YY:1511141..1511248 26 
chr4_116292YY begin:49 end:67 chr4_116292YY:1003226..1003314 19 
chr4_116292YY_3088 begin:23 end:42 chr4_116292YY:1555486..1555574 20 
chr4_116292YY_3098 begin:23 end:44 chr4_116292YY:1556814..1556903 22 
chr4_116292YY_6644 begin:46 end:66 chr4_116292YY:3996299..3996386 21 
chr4_116292YY_7201 begin:23 end:40 chr4_116292YY:3834130..3834239 18 
chr4_116292YY_8507 begin:54 end:82 chr4_116292YY:2620871..2620974 29 
chr5_1271NY begin:24 end:43 chr5_1271NY:2280698..2280786 20 
chr5_1271NY_2778 begin:60 end:85 chr5_1271NY:1468838..1468946 26 
chr6_1624YN_6065 begin:23 end:43 chr6_1624YN:3057239..3057334 21 
chr6_1624YN_8197 begin:60 end:88 chr6_1624YN:1872004..1872113 29 
chr6_1624YN_953 begin:67 end:88 chr6_1624YN:638013..638122 22 
chr7_742YN begin:47 end:67 chr7_742YN:1986072..1986160 21 
chr7_742YN_5584 begin:63 end:88 chr7_742YN:2484502..2484611 26 
chr8_117813YY_1567 begin:23 end:42 chr8_117813YY:965596..965682 20 
chr9_120842YY_2200 begin:25 end:51 chr9_120842YY:1511096..1511201 27 
chr-unplaced_6031 begin:23 end:40 chr-unplaced:828695..828788 18 
»se nadaljuje« 
 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 




»nadaljevanje Priloge N« 
Rec_CD 
chr2_1770NN begin:9 end:29 chr2_1770NN:2640458..2640472 21 
chr5_1271NY_8830 begin:4 end:32 chr5_1271NY:2281254..2281363 29 
chr6_1624YN_6544 begin:66 end:88 chr6_1624YN:2123804..2123913 23 
chr7_742YN_274 begin:23 end:46 chr7_742YN:150586..150695 24 
Rec_spore 
chr1_1435YY begin:48 end:77 chr1_1435YY:4582906..4583004 30 
chr1_1435YY_5908 begin:24 end:44 chr1_1435YY:4174694..4174796 21 
chr10_684NY_1099 begin:23 end:51 chr10_684NY:1323859..1323968 29 
chr2_1770NN_1646 begin:3 end:28 chr2_1770NN:1642580..1642689 26 
chr2_1770NN_8316 begin:23 end:53 chr2_1770NN:1253582..1253697 31 
chr3_121598YY begin:23 end:43 chr3_121598YY:598640..598749 21 
chr4_116292YY_776 begin:23 end:43 chr4_116292YY:1017632..1017721 21 
chr5_1271NY begin:23 end:41 chr5_1271NY:2621162..2621298 19 
chr5_1271NY_3565 begin:60 end:82 chr5_1271NY:3020892..3020995 23 
chr5_1271NY_4637 begin:23 end:40 chr5_1271NY:2001361..2001470 18 
chr5_1271NY_4640 begin:21 end:38 chr5_1271NY:2001359..2001468 18 
chr8_117813YY_3805 begin:32 end:72 chr8_117813YY:1732170..1732305 41 
chr9_120842YY_1299 begin:23 end:44 chr9_120842YY:1740126..1740219 22 
Rec_trajni 
chr2_1770NN_4774 begin:64 end:89 chr2_1770NN:1496548..1496658 26 
chr7_742YN_1439 begin:23 end:49 chr7_742YN:2462858..2462974 27 
chr8_117813YY_2270 begin:23 end:41 chr8_117813YY:2039094..2039193 19 
chr-mth_61 begin:24 end:52 chr-mth:18451..18560 29 
 
 
2. Identificirane milRNA patotipa T2 




T2_all chr1_1435YY_10371 begin:70 end:88 chr1_1435YY:1661503..1661612 19 
chr1_1435YY_7735 begin:24 end:43 chr1_1435YY:4021634..4021743 20 
chr10_684NY begin:23 end:50 chr10_684NY:1323854..1323963   28 
chr10_684NY_1319 begin:23 end:49 chr10_684NY:1343188..1343284 27 
chr10_684NY_2440 begin:23 end:43 chr10_684NY:710688..710747 21 
chr2_1770NN_3443 begin:25 end:47 chr2_1770NN:2640414..2640472 23 
chr3_121598YY_8743 begin:48 end:68 chr3_121598YY:1022923..1023012 21 
chr3_121598YY_1280 begin:24 end:44 chr3_121598YY:1102730..1102839 21 
chr5_1271NY_8134 begin:24 end:54 chr5_1271NY:720992..721120 31 
chr6_1624YN_1380 begin:70 end:102 chr6_1624YN:1424230..1424353 33 
chr6_1624YN_5108 begin:24 end:47 chr6_1624YN:1459989..1460115 24 
chr6_1624YN begin:23 end:46 chr6_1624YN:1473045..1473156 24 
chr7_742YN_1040 begin:23 end:54 chr7_742YN:907548..907678 32 
chr8_117813YY_800 begin:62 end:88 chr8_117813YY:777942..778051 27 
chr-unplaced_3887 begin:23 end:46 chr-unplaced:1500844..1500942 24 
T2_XSM chr1_1435YY begin:61 end:83 chr1_1435YY:466162..466271 23 
chr10_684NY_3460 begin:24 end:52 chr10_684NY:231758..231858 29 
chr2_1770NN_4048 begin:58 end:88 chr2_1770NN:2799674..2799785 31 
chr3_121598YY begin:23 end:44 chr3_121598YY:1566457..1566566 22 
chr4_116292YY begin:23 end:44 chr4_116292YY:3078283..3078391  22 
chr4_116292YY_8879 begin:52 end:69 chr4_116292YY:933646..933736 18 
chr6_1624YN begin:23 end:43 chr6_1624YN:1473050..1473156 21 
chr8_117813YY begin:60 end:79 chr8_117813YY:2072169..2072269 20 
»se nadaljuje« 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 




»nadaljevanje Priloge N« 
Rec_CD 
chr1_1435YY_7679 begin:24 end:50 chr1_1435YY:3088795..3088904  27 
chr6_1624YN_4506 begin:23 end:47 chr6_1624YN:1459987..1460115 25 
chr8_117813YY_4278 begin:72 end:102 chr8_117813YY:1616517..1616640 31 
Rec_spore 
chr1_1435YY_6760 begin:67 end:85 chr1_1435YY:4285522..4285628 19 
chr1_1435YY_9984 begin:54 end:77 chr1_1435YY:4819818..4819916 24 
chr10_684NY_3939 begin:23 end:46 chr10_684NY:468561..468670 24 
chr2_1770NN_11167 begin:51 end:90 chr2_1770NN:3687888..3687999 40 
chr2_1770NN_1139 begin:24 end:50 chr2_1770NN:868697..868806 27 
chr2_1770NN_4794 begin:25 end:47 chr2_1770NN:2640414..2640472 23 
chr3_121598YY begin:72 end:101 chr3_121598YY:1123936..1124058 30 
chr3_121598YY_12325 begin:52 end:69 chr3_121598YY:1372534..1372624 18 
chr6_1624YN begin:23 end:46 chr6_1624YN:1473045..1473156 24 
chr7_742YN_1040 begin:23 end:54 chr7_742YN:907548..907678 32 
chr8_117813YY_800 begin:62 end:88 chr8_117813YY:777942..778051 27 
chr-unplaced_3887 begin:23 end:46 chr-unplaced:1500844..1500942 24 
chr1_1435YY begin:61 end:83 chr1_1435YY:466162..466271 23 
chr10_684NY_3460 begin:24 end:52 chr10_684NY:231758..231858 29 
chr2_1770NN_4048 begin:58 end:88 chr2_1770NN:2799674..2799785 31 
chr3_121598YY begin:23 end:44 chr3_121598YY:1566457..1566566 22 
chr4_116292YY begin:23 end:44 chr4_116292YY:3078283..3078391  22 
chr4_116292YY_8879 begin:52 end:69 chr4_116292YY:933646..933736 18 
chr6_1624YN begin:23 end:43 chr6_1624YN:1473050..1473156 21 
chr8_117813YY begin:60 end:79 chr8_117813YY:2072169..2072269 20 
chr1_1435YY_7679 begin:24 end:50 chr1_1435YY:3088795..3088904  27 
chr6_1624YN_4506 begin:23 end:47 chr6_1624YN:1459987..1460115 25 
chr8_117813YY_4278 begin:72 end:102 chr8_117813YY:1616517..1616640 31 
chr1_1435YY_6760 begin:67 end:85 chr1_1435YY:4285522..4285628 19 
chr1_1435YY_9984 begin:54 end:77 chr1_1435YY:4819818..4819916 24 
chr10_684NY_3939 begin:23 end:46 chr10_684NY:468561..468670 24 
chr2_1770NN_11167 begin:51 end:90 chr2_1770NN:3687888..3687999 40 
chr2_1770NN_1139 begin:24 end:50 chr2_1770NN:868697..868806 27 
chr2_1770NN_4794 begin:25 end:47 chr2_1770NN:2640414..2640472 23 
chr3_121598YY begin:72 end:101 chr3_121598YY:1123936..1124058 30 
chr3_121598YY_12325 begin:52 end:69 chr3_121598YY:1372534..1372624 18 
chr3_121598YY_12953 begin:70 end:88 chr3_121598YY:1022926..1023035 19 
chr3_121598YY_8279 begin:12 end:29 chr3_121598YY:3285001..3285047 18 
chr5_1271NY_2817 begin:64 end:88 chr5_1271NY:1709739..1709848 25 
chr5_1271NY_3469 begin:48 end:65 chr5_1271NY:1979822..1979909 18 
chr5_1271NY_5197 begin:59 end:78 chr5_1271NY:2793095..2793194 20 
chr7_742YN_7225 begin:68 end:95 chr7_742YN:2518430..2518546 28 
chr8_117813YY begin:23 end:43 chr8_117813YY:1491798..1491930 21 
chr8_117813YY_10021 begin:25 end:42 chr8_117813YY:474009..474118 18 
chr8_117813YY_10022 begin:68 end:88 chr8_117813YY:474054..474163 21 
chr8_117813YY_8115 begin:60 end:94 chr8_117813YY:1527652..1527767 35 
chr-unplaced_1508 begin:23 end:43 chr-unplaced:812271..812410 21 
chr-unplaced_2514 begin:78 end:97 chr-unplaced:1420977..1421086 20 
chr-unplaced_3333 begin:8 end:35 chr-unplaced:2065604..2065713 28 
chr-unplaced_4407 begin:68 end:87 chr-unplaced:2863075..2863184 20 
chr-unplaced_4986 begin:23 end:59 chr-unplaced:2433838..2433951 39 
»se nadaljuje« 
 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 




»nadaljevanje Priloge N« 
 chr1_1435YY begin:25 end:48 chr1_1435YY:2266106..2266215 24 
chr1_1435YY_3037 begin:70 end:88 chr1_1435YY:1661503..1661612 19 
chr2_1770NN_3479 begin:60 end:83 chr2_1770NN:683929..684038 24 
chr3_121598YY_2361 begin:57 end:76 chr3_121598YY:1349323..1349421 20 
chr6_1624YN_1600 begin:24 end:47 chr6_1624YN:1459989..1460115 24 
chr9_120842YY_362 begin:25 end:43 chr9_120842YY:1478100..1478209 19 
chr-unplaced_38 begin:65 end:88 chr-unplaced:102723..102832 24 
 
 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 




PRILOGA O                                                                                                                             
Število molekul milRNA v dveh tkivih visoko virulentnega patotipa T2 ter manj 
virulentnega patotipa Rec glive V. nonalfalfae, pridobljene z absolutno kvantifikacijo na 
podlagi izražanja standarda miRNA 
 
Ime miRNA Rec_XSM Rec_spore T2_XSM T2_spore 
vna-milR-02 1009860 2843718 5046074 949299 
vna-milR-03 1176261877 2820171466 7059383431 1346994906 
vna-milR-04 7950602 46094880 121260703 15402757 
vna-mliR-07 1014793090 3296830682 5669855725 841169240 
vna-milR-08 133 342 876 142 
vna-milR-10 103300974 237484598 516721766 80422216 
vna-milR-11 2617476 18828155 42829891 4093349 
vna-milR-21 493921759 1238880617 3301891783 575773145 
vna-milR-25 27766270 65329401 121664455 25020973 
vna-milR-27 1033038672 2565523691 4887134234 1409940514 
 
 
Jeseničnik T. Identifikacija in opis malih molekul RNA pri fitopatogeni glivi Verticillium nonalfalfae. 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020  
 
 
PRILOGA P                                                                                                                                                                                                  
Izbrane najboljše tarče v anotiranem genomu glive Verticillium nonalfalfae različnih milRNA, uporabljene v eksperimentalnem določanju 
mesta razreza z metodo 5´RLM-RACE 
 








vna-miR-3 evm.model.chr7_742YN.16 1,5 16,5 1550 Razrez 1 
 miRNA    18 AGCUGUGGGAGUCGCGGU 1      
             :: ::.::::::::::::        
Target   164 UCUACGCCCUCAGCGCCA 181  
vna-miR-3 evm.model.chr10_684NY.305 2,5 19,5 5309 Razrez 1 
 miRNA    18 AGCUGUGGGAGUCGCGGU 1      
              .: ::::::::::::::        
Target  2439 AUGCCACCCUCAGCGCCA 2456   
vna-miR-4 evm.model.chr10_684NY.161 2 15,1 1724 Razrez 1 
 miRNA    18 GCCGCCGUAGCGCCGCGC 1      
             :::::::.::::: ::::        
Target   533 CGGCGGCGUCGCGCCGCG 550    
conserved-miR-
7044 
evm.model.chr6_1624YN.303 0,5 13,6 1384 Razrez 1 
 miRNA    18 CGGCGGUGGUGGUGGUGG 1      
             ::::::.:::::::::::        
Target   492 GCCGCCGCCACCACCACC 509    
conserved-miR-
7044 
evm.model.chr2_1770NN.495 1 15,5 2794 Razrez 1 
 miRNA    18 CGGCGGUGGUGGUGGUGG 1      
             :: :::::::::::::::        
Target  1883 GCAGCCACCACCACCACC 1900   
conserved-miR-
7044 
evm.model.chr6_1624YN.243 1 18,4 1333 Razrez 1 
 miRNA    18 CGGCGGUGGUGGUGGUGG 1      
             ::: ::::::::::::::        
Target   250 GCCACCACCACCACCACC 267    
vna-miR-7 evm.model.chr3_121598YY.76 2,5 24,3 1562 Razrez 1 
 miRNA    18 CGAGGAGGAGUAGGGCCU 1      
             : : :::::::::.::::        
Target  1046 GGUGCUCCUCAUCUCGGA 1063  
vna-miR-4 evm.model.chr5_1271NY.847 2,5 24,5 5784 Razrez 1 
 miRNA    18 GCCGCCGUAGCGCCGCGC 1      
             :: ::::::.:::::::         
Target  5159 CGCCGGCAUUGCGGCGCA 5176  
